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(57) Abstract 

The invention relates to sequences Of 
nucleotides of bacteria, particularly Gram + 
bacteria such as bacteria of the Bacillus type 
and more particularly sequences of nucleotides 
of the gene CryttlA for the control of the ex- 
pression of DNA sequences in a cellular host 
The invention relates particularly to an expres- 
sion system comprising a DNA sequence sus- 
ceptible of being involved in the control of 
the expression of a coding sequence of nu- 
cleotides. Said DNA sequence comprises a 
promoter, as well as a sequence of nucleotides 
called "downstream region", situated between 
the promoter and the coding sequence of the 
gene to be expressed, and susceptible of act- 
ing at the post-transcriptional level during the 
expression of the gene. Preferably, the down- 
stream region comprises a nucleotide sequence 
S2 cx>rnprising an essentially complementary 
region at the extremity 3* of the RNA 16S of 
the ribosomes of Bacillus type bacteria* 




Xmnl 



Taql. 



tacZ 



mw/tm 



fatZ 



Muni 



lacZ 



Muni 



z±zz 



, tact 



..t 



"fa- 1 tocZ 



PLASM IDS 

(pitT-fecZ) 


iHJALACTtXSHMSE 
5(*ECtnC ACTIVITY 
(Ufentrfpnttls) 


to 


t6 


7B30 


3.000 


35.000 


7832 


3.000 


13.000 


mi CMunl 


10 


30 


783Q&Munt 


25 


450 


msfs 


3.000 


42.000 


7831 


10.000 


45.000 



(57) Abreg* 

L'invention a pour objet des sequences de nucleotides de bactfcies, particiiliercment dc bacteries Gram + telles des bacteries de type 
Bacillus et plus particulierement des sequences de nucleotides du gene CrylllA pour le contrdle de regression de sequences d'ADN dans 
un hdte celluJaire. L'invention conceroe notamment un systems d'expression compienant une sequence d'ADN susceptible d'intervenir 
dans le controle de r expression d'une sequence codantc de nucleotides. Cette sequence d'ADN comprend un promoteur, ainsi qu'une 
sequence de nucleotides dite "region aval", situee entrc le promoteur et la sequence codante du gene a exprimer, et susceptible de jouer un 
r61e au niveau post-transcriptionnel lore de 1' expression du gene. De facon pieferee, la region aval comprend une sequence nucleotidique 
S2 comportant une region essentiellement complementaire a I'extr^minS 3' de TARN 16S des ribosomes de bacteries de type Bacillus. 
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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES POUR LE 
CONTROLS DE L 1 EXPRESSION DE SEQUENCES D'ADN DANS UN 
HOTE CELLULAIRE 

L' invention a pour objet des sequences de 
nucleotides de bacteries, particulierement de bacteries 
Gram 4 " telles des bacteries de type Bacillus et plus 
particulierement des sequences de nucleotides du gene 
crylllA pour le controle de l 1 expression de sequences 
d'ADN dans un hote cellulaire. 

Le gene crylllA code pour une toxine 
specifique des coleopteres et est faiblement exprime 
dans Bacillus thurinqiensis lorsqu'il est clone dans un 
plasmide a faible nombre de copies. 

Bacillus thurinqiensis est une bacterie 
Gram-positive qui produit des quantites signif icatives 
de proteines sous forme de cristal ayant une activite 
toxique vis-a-vis des larves d'insectes. On connait 
deux groupes de proteines de cristal, 6tablis selon les 
sequences d'acides amines et les specif icites de 
toxicite : 

1) la classe des toxines Cry (I, II, III, 
etc..) qui ont des similitudes de structures ; 

2) la classe des toxines Cyt, qui n'est pas 
apparentee a la classe cry (Hofte, H. , et al 1989. 
Microbiol. Rev. 53:242-255). 

Ces toxines de B. thurinqiensis sont 
interessantes de fagon generale en vue de 1 'elaboration 
de bio-pesticides, et egalement dans la mesure oix la 
synthese des proteines du cristal est connue pour etre 
parfaitement coordonnee avec la phase de sporulation de 
1 1 organi&roe , rendant cet organisme interessant pour 
1' etude de la regulation genetique chez les bacteries 
sporulantes Gram-positives. *&mNBHm*^- 

Differents mecanismes impliques dans la 
regulation de la synthese des proteines du cristal de 
B. thurinqiensis ont ete decrits. Le haut niveau 
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d' expression de ces proteines est attribue, au moins en 
partie, a la stabilite de 1 1 ARNm . Certains auteurs ont 
attribue la stabilite de cet ARNm a la presence en aval 
du gene de la toxine, d'une structure jouant un role de 
terminateur qui pourrait agir comme un retro-regulateur 
positif en protegeant l'extremite 3 1 de 1 r ARNm de la 
degradation par les nucleases, augmentant ainsi la 
demi-vie des transcrits (Wong, H.C et al 1986. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 83:3233-3237). 

On a egalement emis l'hypothese de la 
presence de polypeptides impliques dans la synthese de 
proteines du cristal, polypeptides qui agiraient soit 
en dirigeant le repliement de la proteine sous forme 
d'une proteine ayant une conformation stable ou pour 
proteger ces proteines de la degradation proteolytique. 

Des etudes au microscope electronique et des 
etudes biochimiques de la sporulation de B. 
thuringiensis montrent que la production de la proteine 
de cristal est dependante de la sporulation et se situe 
dans le compart iment de la cellule mere (Ribier, J. et 
al 1973. Ann. Inst. Pasteur 124A: 311-344) . 

Recemment, 2 facteurs sigma, sigma 35 et 
sigma 28 , qui dirigent specif iquement la transcription 
des genes cry IA , ont ete isoles et caracterises. Ces 
sequences d"acides amines montrent une identite de 88 
et 85 % avec les facteurs sigma E et sigma K de 
Bacillus subtil is , respectivement (Adams, L. F. , 1991. 
J. Bacteriol. 173:3846-3854) . Ces facteurs sigma sont 
produits exclusivement dans les cellules sporulantes et 
sont capables de fonctionner dans le compartiment de la 
cellule mere, confirmant que 1' expression des genes de 
la proteine du cristal est contrdlee dans le temps et 
dans l'espace. Ainsi dans l f art anterieur, on a conclu 
que 1 'expression du gene au cours "du "^temps est, au 
moins en partie, assuree par 1' activation successive 
des facteurs sigma specif iques de la sporulation. 
Jusqu'a present trois groupes de promoteurs ont ete 
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identifies. Deux de ces groupes comprennent des 
promoteurs reconnus par des facteurs sigiaa determines, 
et selon l'art anterieur, les facteurs sigma lies au 
troisieme groupe de promoteurs (dont celui du gene 
crylllA ) n'ont pas ete identifies (Lereclus, D. , et al 
1989. American Society for Microbiology, Washington, 
D.C.)- 

Enfin le nombre de copies du plasmide portant 
le g£ne semble etre un facteur important pour 
1' expression du gene cry dans B. thuringiensis . Dans la 
souche sauvage B. thuringiensis , les genes cry sont 
localises sur des plasmides de grande taille, presents 
a un faible nombre de copies. 

Des experiences de clonage d'un fragment de 3 
kb Hindlll, clone dans un plasmide a faible nombre de 
copies, conduisent a une production faible de toxines 
dans une souche acristalifere ( cry *) de B. 
thuringiensis . Au contraire, de grandes quantites de 
toxines sont synthetisees lorsque le gene est clone 
dans des plasmides a haut nombre de copies (Arantes, 0. 
et al 1991. Gene 108:115-119). 

Resume de 1 r invention 

L' invention a pour objet des moyens 
permettant d'obtenir un haut niveau d» expression de la 
prot^ine codee par le gene crylllA et plus generalement 
des moyens permettant de controler le niveau 
d 1 expression de sequences d'ADN codant pour une 
proteine d'interet determine, dans des souches 
bacteriennes, preferablement des souches Gram f ; telles 
des souches de Bacillus , cette expression pouvant etre 
obtenue lorsque la sequence d'ADN codante est situee 
sur un vecteur en particulier sur un plasmide a faible 
nombre de copies. ^ 

De fa<?on generale, l 1 invent ion concerne un 
systeme d' expression comprenant une sequence d'ADN, 
susceptible d'intervenir dans le controle de 
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1 'expression d'une sequence codante de nucleotides, et 
obtenue en associant deux sequences de nucleotides 
distinctes et intervenant de fa?ons differentes mais, 
de fa£on preferable, non dissociables, dans le controle 
de l f expression de la sequence codante. La premiere 
sequence de nucleotides presente une activite 
promotrice, alors que la deuxieme sequence, initiee par 
1' activite promotrice de la premiere , intervient pour 
augment er 1' express ion du gene. La sequence d'ADN de 
I 1 invention permet d'atteindre un haut niveau 
d 1 expression de la partie codante d ! un gene dans une 
bacterie, particulierement une bacterie de type Gram*. 

La premiere sequence de nucleotides du 
systeme d 1 expression de la presente invention, 
identifi^e dans le cadre de la presente demande comme 
etant le promoteur, comprend soit le promoteur de la 
souche hote dans laquelle le gene d'interet a exprimer 
est introduit, soit un promoteur exogene, fonctionnel 
dans I'hote utilise. La deuxieme sequence de 
nucleotides du syteme d 1 expression de l 1 invention, 
identifiee dans la presente demande comme etant la 
"region aval", designe toute sequence, preferablement 
situee entre le promoteur et la sequence codante d'un 
gene k exprimer, susceptible de jouer un role, 
particulierement au niveau post-transcript ionnel , lors 
de I'expression du gene. Plus particulierement, la 
region aval n'agit pas directement sur la traduction de 
la sequence codante a exprimer. 

De fagon preferee, la "region aval" comprend 
une sequence nucleotidique, particulierement une 
sequence S2 ou analogue a S2, comportant une region 
essentiellement complement a ire & l^xtr^mite 3' de 
l'ARN, particulierement l'ARN 16S, des ribosomes de 
bact£ri.es, particulierement de bact£ries Gram + de type 
Bacillus. 

Les nucleotides composant la sequence d'ADN 
selon l 1 invention peuvent etre consecutifs ou non sur 
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1 'enchainement a partir duquel est definie la sequence 
d 1 ADN ♦ 

Dans le cadre *de la presente demande, 
1 1 expression "sequence d 1 ADN susceptible d 1 intervenir 
dans le controle de 1' expression d'une sequence codante 
de nucleotides" traduit la capacite de cette sequence 
d'ADN, d'initier ou d'empecher 1" expression de la 
sequence codante ou de reguler cette expression 
notamment au niveau de la quantite du produit exprime. 

Une sequence d 1 ADN selon 1 1 invention* est 
telle que la sequence codante de nucleotides qu'elle 
contrdle est placee immediatement en aval, en phase de 
lecture avec elle ou est au contra ire separee de cette 
sequence d 1 ADN par un fragment de nucleotides. 

L 1 invention concerne done une sequence d'ADN 
de controle de l 1 expression d ! une sequence codante d'un 
gene dans une cellule hote, la sequence d'ADN est 
caracteris^e en ce qu'elle coiaprend un promoteur, et 
une sequence nucleotidique ^ ou region aval 
particulierement situee en aval dudit promoteur et en 
amont de ladite sequence codante* La sequence 
nucleotidique ou region aval comporte une region 
essent iellement complementaire a 1 ' extremite 3 V d 1 un 
ARN ribosomal bacterien. La sequence d'ADN de 
1' invention est susceptible d' intervenir pour augmenter 
1' expression de la sequence codante, placee en aval, 
dans un hote cellulaire. 

Les inventeurs ont identifie une sequence 
d'ADN du type decrit precedemment , susceptible 
d' intervenir dans le controle de 1' expression de la 
sequence codante du g&ne crylllA , et permettant 
notamment d'obtenir un haut niveau de 1' expression 
lorsque la sequence codante est placee sur un plasmide 
a faible nombre de copies . 

L' invention concerne done egalement une 
sequence d'ADN caracterisee par les proprietes 
suivantes : 
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- elle est comprise dans un enchainement 
d'ADN d'une longueur de 1692 pb environ, delimite par 
les sites de restriction Hindlll-Pstl (fragment H2-PO, 
tel qu'obtenu par digestion partielle du fragment Bam HI 
de 6 kb porte par le gene crylllA de Bacillus 
thuringiensis souche LM79 ; 

- elle est susceptible d'intervenir dans le 
controle de 1" expression d'une sequence codante de 
nucleotides placee en aval, dans un hote cellulaire, 
particulierement un hote cellulaire bacterien du type 
Bacillus thuringiensis et/ou Bacillus subtilis . 

" Les sites de restriction dont il est question 
ci-dessus sont representees a la figure 1. 

Dans la suite du texte on utilisera les 
abreviations H n pour designer le site Hindlll ayant la 
position "n" par rapport au premier site Hindlll du 
fragment BamHI . "De meme 1' expression P n designe le site 
Pstl en position "n" par rapport au premier site PstI 
sur le fragment BamH I. 

^ La sequence ^ d r ADN "definie ci-dessus , peut 
&tre isolee et purifiee par exemple a partir du 
plasmide portant le gene crylllA de Bacillus 
thuringiensis . 

Le systeme d 1 expression de CrylllA comprend 
une premiere sequence de nucleotides ou promoteur 
situee entre les sites TagI et Pad (posit iions 907 a 
990) et une deuxieme sequence de nucleotides ou "region 
aval" comprise entre les sites Xmn I et TagI (positions 
1179 a 1559) tel que demontre a la figure 6- La 
presence de deux sequences de ce type est preferee pour 
obtenir un niveau optimal d 1 expression du gene crylllA 
ou d'un autre gene place sous le controle de ce systeme 
d 1 express ion . 

Entre egalement dans le cadre de l 1 invention, 
un vecteur d" expression caracterise en ce qu'il est 
modifie en l'un de ses sites, par une sequence d'ADN 
telle que decrite ci-dessus, de fa<?on telle que ladite 
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sequence d'ADN intervient dans le controle de 
l 1 expression d'une sequence codante de nucleotides 
determinee. 

Un vecteur de 1 1 invention peut etre de 
preference un plasmide par exemple un plasmide de type 
replicatif. 

Un vecteur particulierextient avantageux est le 
plasmide pHT7902'lacZ depose a la CNCM (Collection 
Nationale de Cultures de Micro-organismes - Paris - 
France) le 20 Avril 1993 sous le N° 1-1301. 

L' invention a egalement pour otajet un hote 
cellulaire recombinant caracterise en ce qu'il est 
modifie par une sequence d'ADN telle que definie 
pr6c§deihment , ou par uh vecteur d' expression decrit 
ci-dessus. _ Un hote cellulaire particulierement 
avantageux est la souche 407-OA::Km R (pHT305P) depose a 
la CNCM le 3 mai 1994 sous le n° 1-1412. 

Description detaillee de l 1 invention 

L 1 invention a pour objet une sequence d'ADN 
susceptible d'influencer 1' expression de la partie 
codante d'un gene dans une cellule hote bacterienne. 
Plus particulierement, 1 ' invention concerne 

1 1 association de deux sequences de nucleotides, soit un 
promoteur et une region aval susceptible d 1 intervenir 
au niveau post-transcriptionnel lors de 1' expression de 
la partie codante d'un gene. 

Le syst&me d r expression de I 1 invention qui, 
comme il sera decrit en detail plus loin r implique 
vraisemblablement 1 •hybridation d'une partie de la 
region aval a I'extremite 3' de l'ARN 16S d'un ribosome 
bacterien, peut etre utilise pour 1 'expression de genes 
dans un grand eventail de cellules hotes. Cette 
utilisation etendue du systeme d' expression de 
1' invention est possible, etant donne 1 ' importante 
homologie observee au niveau dfes divers ARN 16S de 
ribosomes bacteriens. Les inventeurs ayant determine 
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les regions essentielles a son f onctionnement, le 
systeme d' expression de la presente invention peut done 
etre utilise dans tout type de bacteries hotes, les 
ajustements necessaires faisant partie des 
connaissances de I'homme de metier . 

De fa$on generale et sans vouloir s'y 
restreindre pour des raisons qui deviendront evidentes 
plus loin, le systeme d' expression de la presente 
invention, lorsqu' utilise pour l'expression de genes 
dans des bacteries Gram* de type Bacillus, est situe en 
amont de la partie codante du gene a exprimer. Plus 
particulierement, la region aval est normalement situee 
immediatement en amont du gene alors que le promoteur 
est situe en amont de la region aval bien qu'on puisse 
envisager uneautre positi^g^pour ce dernier. On peut 
envisager le deplacement de la region aval dorsque le 
systfeme est utilise dans une cellule hote de type 
coli chez qui les ARNm sont degrades en sens inverse. 
On peut egalement envisager 1 'utilisation d'une region 
aval en aval et en amont de la sequence codante, ce qui 
permettrait la "protection" de la region codante par un 
mecanisme qui sera decrit en detail plus loin, 

Selon un premier mode de realisation prefere 
de 1* invention, la sequence d'ADN correspond a 
1 'enchainement Hindi II-PstI (Hj-Pt) ci-dessus decrit 
et comprenant deux sequences de nucleotides (un 
promoteur et une region aval) ayant des: fonctions 
distinctes. 

Selon un mode de realisation particulierement 
avantageux de l 1 invention, la sequence d'ADN correspond 
a 1 • enchainement de nucleotides designes par 
l'expression Seq N°l et correspondant au fragment d'ADN 
comprenant les nucleotides 1 a 1692 de la sequence 
representee a la figure 3, 

Le promoteur et la region aval de la sequence 
d'ADN de 1 ' invention sont decrits en detail ci-dessous. 
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Sequences de nucleotides presentant une activite 
promotrice 

De fagon preferee, une sequence d 1 ADN de 
l 1 invention intervient au niveau du controle de la 
transcription* 

II s'agit ici des sequences de nucleotides 
identifies pr£c6demment comme etant le promoteur. De 
fagon generale et tel que mentionne precedemment , le 
promoteur se situe en amont de la region aval et done a 
une certaine distance de la region codante du gene. 
Cependant, on peut envisager le deplacement du 
promoteur tant qu'il reste localise en amont de la 
region aval. 

Quant a la nature du promoteur, il semble 
preferable d'utiliser un promoteur provenant de la 
cellule hote utilisee pour l 1 expression du gene 
d'interet. Toutefois, il peut, dans certaines 
situations, etre indique d'utiliser un promoteur 
exogene. Par exemple, des promoteurs tels les 
promoteurs des genes degQ , APL, lacZ , Cryl , crylV ou de 
l'a-amylene peuvent etre utilises. 

Dans le contexte de la presente invention, 
des fragments particulierement preferes et comprenant 
une region promotrice sont les fragments suivants, 
representes a la figure 1 : 

- 1 'enchainement delimite par les sites de 
restriction Taq l- Paq I ; pour des raisons de commodite 
de language, on a designe par Pad l'extremite de ce 
fragment qui se trouve en realite au nucleotide 990 de 
la sequence de la figure 3 alors que le site Pad se 
termine en position 985, 

ou tout fragment de cet enchainement , 
conservant les proprietes de cet enchainement vis-a-vis 
du controle de l 1 expression d'une sequence codante de 
nucleotides. 

Plus particulierement, toute partie d'au 
moins 10 nucleotides naturellement consecutifs ou non 
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de ce t enchainement et susceptible d'intervenir dans le 
controle de 1' express ion d'une sequence codante de 
nucleotides placee en aval dans un hote cellulaire 
constitue une realisation preferentielle de 
1' invention. Par exemple, a l'interieur de la sequence 
mentionnee precedemment se trouvent ( les boites 
-35 (TTGCAA) et -IO(TAAGCT) du promoteur. 

Selon un autre mode de caracterisation de 
1' invention, les sequences d'ADN "de controle" et 
comprenant le promoteur dont il est question ci-dessus 
sont caracterisees par leur enchainement de 
nucleotides. A cet egard, 1 1 invention a notamment pour 
objet les sequences d'ADN correspondant aux 
enchainements suivants : 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N°3 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 907 a 990 de la sequence 
representee a la figure 3, ou un variant comprenant les 
nucleotides 907 a 985. 

L' invention a aussi pour objet des sequences 
d'ADN hybridant dans des conditions non stringentes, 
telles qu'elles sont d£finies ci-dessous, avec l'un des 
enchainements ci-dessus decrits. Dans ce cas, l'un des 
enchainements ci-dessus en question est utilise coirane 
sonde . 

Sequences de la region aval 

Une sequence de 1' invention, inclue dans la 
region aval, est choisie pour sa capacite a intervenir 
pour augmenter 1 'expression d'un gene, qui serait 
initiee par un promoteur situe en amont de cette 
sequence. II s'agit vraisemblablement d'une sequence 
susceptible d'intervenir au niveau post- 

transcriptionnel lors de 1' expression d'~une sequence 
codante. 

En effet, les resultats experimentaux obtenus 
par les inventeurs semblent indiquer que l f effet post- 
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transcript ionnel de la region aval definie precedemment 
resulte, a tout le moins lors de 1' expression du gene 
crylllA , de 1 'hybridation entre l'ARN ribosomal 16S de 
la cellule hote et une sequence S2 de l'ARN messager de 
crylllA . II semble que le ribosome ou une partie du 
ribosome se fixe sur cette region aval et protege ainsi 
l'ARNm d'une degradation exonucleasique initiee en 5'. 
Cette fixation aurait done pour effet d'augmenter la 
stabilite des messagers et ainsi d'augmenter le niveau 
d' expression du gene clone • 

Un des fragments particulierement prefere 
dans le cadre de la realisation de 1" invention et 
pouvant etre utilise a titre de region aval est le 
fragment suivant, represents a la figure 1 : 

- 1 ' enchainement delimite par les sites de 
restriction Xmn l- Taq I (positions 1179 a 1556) , 

- ou tout fragment de cet enchainement 
conservant les proprietes de cet enchainement vis-a-vis 
du control e de l 1 express ion d'une sequence codante de 
nucleotides. 

Selon un autre mode de caracterisation de 
1' invention, les sequences d'ADN "de controle" 
comprenant la region aval dont il est question ci- 
dessus sont caracterisees par leur enchainement de 
nucleotides. A cet egard, 1' invention a notamment pour 
objet les sequences d'ADN correspondant aux 
enchainements suivants : 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 4 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 1179 a 1559 de la sequence 
representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 5 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 1179 a 1556 de la sequence 
representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 11 correspondant au fragment 
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comprenant les nucleotides 1413 a 1556 de la sequence 
representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 8 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 1413 a 14 61 de la sequence 
representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 •enchainement Seq N° 9 correspondant au fragment d'ADN 
suivant : 

5 ' -AGCTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAACTGCA-3 1 
3 * -ACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 1 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 10 correspondant au fragment 
d'ADN suivant : 

5 1 -CTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAAC-3 ' 
3 1 -GAACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 ■ 

L' invention a aussi pour objet des sequences 
d'ADN hybridant dans des conditions non stringentes, 
telles qu'elles sont definies ci-dessous, avec I'un des 
enchainements ci-dessus decrits, Dans ce cas, l'un des 
enchainement s ci~dessus en question est utilise comme 
sonde . 

II semble que la region aval comprenne, dans 
un premier temps, une region dite "essentielle" , 
suffisamment complementaire a l'extremite 3 1 d'un ARN 
ribosomal 16S bacterien pour permettre la fixation du 
ribosome sur cette region essentielle. En aval de cette 
region essentielle portant le site de fixation du 
ribosome, se situerait une deuxieme region, comprenant 
une structure supplementaire susceptible d 1 avoir un 
effet positif additionnel au niveau de 1' expression de 
la sequence codante. II est possible que cette deuxieme 
sequence empeche le mouvement du ribosome une fois ce 
dernier fixe sur la region essentielle. 
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Par exemple, dans le systeme d 1 expression du 
gene CrylllA , il semble que la sequence de nucleotides 
situee entre les positions 1413 et 1556 de la sequence 
representee a la figure 3 coitiprenne la region 
essentielle de fixation au ribosome ainsi que la 
deuxieme region en aval du site de fixation. Bien que 
la deuxi&me region ne soit pas absolument essentielle 
pour obtenir une expression accrue de la sequence 
codante, il semble que sa suppression reduise les 
rendements d 1 expression. En effet, des resultats 
experimentaux ont demontre que la suppression de la 
region se situant entre les nucleotides 1462 et 1556 de 
la sequence representee a la figure 3 entraine une 
legere diminution de l 1 expression de la sequence 
codante . 

II semble que la longueur minimale de la 
sequence de nucleotides permettant une fixation 
adequate du ribosome soit d" environ 10 acides 
nucleiques. L 1 invention a done egalement pour objet 
toute partie d'au moins 10 nucleotides nature llement 
consecutifs ou non de 1 1 enchainement H 2 -PV/ susceptible 
de controler dans un hote cellulaire de type Bacillus, 
1* expression d'une sequence codante de nucleotides 
places en aval de cette partie de 1 1 enchainement H 2 -P-,. 

Dans le cas specif ique du systeme 
d 1 expression du gene CrylllA , il semblerait que la 
sequence de la region "essentielle" incluant le site de 
fixation soit la suivante : 

5 ' -GAAAGGAGG-3 1 
3 ■-CTTTCCTCC-5' 

II est possible d'effectuer des modifications 
mineures au site de fixation dans la mesure ou 
1 ' intensite de 1 1 interaction entre 1 1 extremite 3 1 de 
1 1 ARN 16S du ribosome et cette region "essentielle" 
soit suffisamment forte pour qu'il y ait hybridation 
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entre le ribosome et le site de fixation, A partir de 
calculs d'energie d 1 interaction qui peuvent etre 
effectues par l'homme de metier, des modifications au 
site de fixation peuvent etre envisagees si I'intensite 
de la liaison demeure a peu pres serablable a 
I'intensite mesuree lors de 1 'utilisation de la region 
"essentielle" naturelle. 

Dans le cas du site de fixation il lustre 
precedemment , il est possible d'envisager certaines 
modifications aux quatre premiers nucleotides ainsi 
qu'au septieme nucleotide. Il semble toutefois que les 
nucleotides en positions 5, 6, 8 et 9 soient importants 
pour assurer une intensite d 1 interaction appropriee 
lors de 1 'hybridation \ a 1 'ARN 16S du ribosome. 

L'extremite 3' de 1 1 ARN 16S de ribosome 
bacterien etant relativement bien conservee d'une 
espece bacterienne a l 1 autre, le systeme d» expression 
de la presente invention peut done etre utilise dans un 
grand nombre d'hotes bacteriens sans avoir a effectuer 
de modifications substantielles. 

L 1 invention a done egalement pour -ob jet une 
sequence d'ADN caracterisee par les proprieties 
suivantes : 

- elle est contenue dans un enchainement de 
nucleotides hybridant dans des conditions non 
stringentes avec le fragment d'ADN compris entre les 
nucleotides 1413 et 1559 de la sequence representee a 
la figure 3 ; 

- elle est susceptible d 1 intervenir , dans le 
controle de 1' expression dans une cellule hote d'une 
sequence codante, notamment d'une sequence codant pour 
un polypeptide de Bacillus , toxique vis-a-vis des 
insectes ou d'une sequence codant pour un polypeptide 
exprime pendant la phase stationnaire de Bacillus . 

Une sequence codant pour un polypeptide de 
Bacillus, toxique vis-a-vis des larves d' insectes est 
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par exemple une sequence comprise dans le gene crylllB 
de B. thuringiensis. 

Une sequence d'ADN repondant a cette 
definition peut etre identifiee en utilisant des 
amorces oligonucleotidiques. 

Une hybridation en conditions non stringentes 
entre la sequence d'ADN testee et le fragment d'ADN 
compris entre les nucleotides 1413 et 1559 de la 
sequence de la figure 3 utilisee comme sonde sera 
effectuee comme suit : 

La sonde ADN et les sequences f ixees sur 
filtre de nitrocellulose ou sur filtre nylon sont 
hybridees a 42 °C pendant 18 H avec agitation, en 
presence de formamide (30 %) , de SSC 5X de la solution 
de Denhardt IX. La solution de Denhardt IX est composee 
de 0,02 % de ficoll, de 0,02 % de polyvinyl pyrrol idone 
et de 0,02 % de serum albumine bovine* Le SSC IX est 
compose de NaCl 0,15 M et de citrate de sodium 0,015 M. 
Apres hybridation, le filtre est success ivement lave a 
42 °C pendant 10 minutes dans chacune des solutions 
suivantes : 

- Formamide (3 0 %) , SSC 5X 

- SSC 2X 

- SSC IX 

- SSC 0,5X 

Les conditions d 'hybridation decrites 
precedemment sont eel les qui sont utilisees pour toutes 
les applications de la presente invention lorsque 
necessaire . 

Les sequences d'ADN selon 1' invention peuvent 
etre, le cas echeant, recombinees entre elles ou 
associees sur le vecteur en des sites differents. En 
particulier, on associera avantageusement sous forme 
d'un enchainement unique, le fragment Taq l- Pac I au 
fragment Xmn l- Taq I def inis ci-dessus ou encore le 
fragment Taq l- Pac I a 1 ' enchainement Seq N° 8. De telles 
sequences ont la propriete avantageuse de permettre un 
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haut niveau d* expression (jusqu'a 60.000 unites Miller) 
de la sequence codante de nucleotides, niveau 
d 1 expression qui peut etre constate avec le gene de la 
/?-galactosidase. 

De plus, des fragments particulierement 
preferes dans le cadre de la realisation de 1 ' invention 
sont les fragments suivants representes a la figure 
8B : 

- 1 ' enchainement delimite par les sites de 
restriction Taq l- Taq I, 

ou tout fragment de ces enchainements 
conservant les proprietes de ces enchainements vis-a- 
vis du controle de 1' expression d'une sequence codante 
de nucleotides. 

Selon un autre mode de caracterisation de 
l 1 invention, les sequences d'ADN dont il est question 
ci-dessus sont caracterisees par leur enchainement de 
nucleotides. A cet egard, 1' invention a notamment pour 
objet les sequences d'ADN correspondant aux 
enchainements suivants : 

- L' enchainement Seq N° 2, correspondant au 
fragment comprenant les nucleotides 907 a 1559 de la 
sequence representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 'enchainement Seq N° 6 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 907 a 1353 et 1413 a 1556 de 
la sequence representee a la figure 3, 

la sequence d'ADN correspondant a 
1 1 enchainement Seq N° 7 correspondant au fragment 
comprenant les nucleotides 907 a 990 et 1179 a 1559 de 
la sequence representee a la figure 3. 

L' invention a aussi pour objet des sequences 
d'ADN hybridant dans des conditions non stringentes, 
telles qu'elles sont definies ci-dessus, avec l'un des 
enchainements ci-dessus deer its. Dans ce cas, l'un des 
enchainements ci-dessus en question est utilise comme 
sonde . 
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Les sequences d'ADN de 1 1 invention peuvent 
etre isolees et purifiees a partir de Bacillus , 
notamment de B. thuringiensis ; elles peuvent etre 
preparees egalement par synthese selon les techniques 
connues • 

Entrent egalement dans le cadre de 
1' invention, les sequences d'ARN correspondant aux 
sequences d'ADN ci-dessus decrites r . 

L' invention a egalement pour objet une 
sequence d'ADN recombinant caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence codante determinee, sous le 
controle d ' une sequence d 1 ADN repondant a 1 1 une des 
definitions precedentes. 

La capacite des ADN de 1 1 invention a 
intervenir dans le controle de 1' expression de 
sequences de nucleotides, peut etre verifiee par la 
mise en oeuvre du test suivant : 

- la sequence d'ADN de 1' invention dont on 
veut evaluer la capacite a intervenir dans le controle 
de 1' expression d'une sequence codante est inseree dans 
un plasmide a faible nombre de copies, en amont d'une 
sequence codante de nucleotides. 

- le plasmide ainsi prepare est utilise pour 
transformer (par exemple par electroporation) une 
souche de Bacillus thuringiensis et par exemple une 
souche B. thuringiensis HD1 cry'B ; 

- la souche de bacillus ainsi trans formee est 
cultivee dans des conditions permettant 1' expression de 
la sequence codante de nucleotides ; 

- on detecte le produit d 1 expression de cette 
sequence codante de nucleotides, par des techniques de 
mesure qualitative et/ou quantitative courantes. 

Pour la realisation de ce test, la sequence 
codante de nucleotides sera avantageusement la sequence 
codante du gene crylllA de Bacillus thuringiensis ou, 
par exemple une sequence codant pour la /3- 
galactosidase . 
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Hotes cellulaires 

Differents types d 1 hotes cellulaires peuvent 
etre mis en oeuvre dans le cadre de 1' invention. On 
citera a titre d'exemple Bacillus , par exemple Bacillus 
thurinqiensis ou Bacillus subtilis . On peut egalement 
envisager d'utiliser des cellules telles que E. coli » 

Dans des hotes cellulaires capables de 
sporuler, la sequence codante peut etre exprimee 
pendant la phase vegetative ou la phase stationnaire de 
croissance ou pendant la sporulation. 

Un hote cellulaire interessant dans le cadre 
de 1 1 invention peut egalement etre constitue par une 
cellule vegetale ou animale. 

Si cela est necessaire ou souhaite, selon la 
nature de la sequence codante de nucleotides exprimee, 
une sequence signal peut etre egalement inseree dans le 
vecteur d* expression de 1' invention afin que le produit 
d 1 expression de la sequence codante soit expose a la 
surface de l'hote cellulaire, voire exporte, a partir 
de cet h6te cellulaire. 

De fa<?on tout a fait interessante, on pourra 
utiliser des souches asporogenes de bacillus soit 
naturellement, soit par mutation, et en particulier des 
souches de Bacillus subtilis ou Bacillus thurinqiensis . 

Les inventeurs ayant mis en evidence que les 
sequences d'ADN de 1' invention permettent I 1 expression 
d ! une sequence codante determinee independamment de la 
phase de sporulation de souches de type Bacillus , un 
hote asporogene peut presenter I'avantage de fournir 
des moyens d 1 expression de sequences codantes 
susceptibles d'entrer dans des compositons 
biopesticides dont les effets negatifs eventuels vis- 
a-vis de 1 1 environnement seraient attenues, voire 
supprimes . 

L'hote asporogene choisi est particulierernent 
avantageux pour exprimer une sequence codante pendant 
sa phase stationnaire de croissance, quand la sequence 
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codante est sous le controle d'une des sequences de 
1 1 invention. 

Dans le cas de souches asporogenes de 
bacillus obtenues par mutation, un exemple illustrant 
I'efficacite particuliere de ce type de souche pour 
l 1 express ion d'une sequence codante 'pendant la phase 
stationnaire de croissance est la construction d'une 
souche de B. thuringiensis mutee pour le gene spoOA. Une 
souche de B. thuringiensis dont le gene spoOA est 
inactive et portant un gene, par exemple un gene de 
toxine insecticide Cryl, cryll, crylll ou cry IV ou 
encore un gene d'interet industriel, dont l 1 expression 
est raise sous le controle du systeme d 1 expression de 
CrylllA, presente des caracteristiques avantageuses . 
Notamment la souche B, thuringiensis 407.0A::Km R 
(pHT305P) dont la construction est decrite j en detail 
plus loin a au moins les avantages suivants 

a) surproduction de prot£ines pendant la 
phase stationnaire de croissance ; 

b) les proteines (par exemple des 
biopesticides) restent incluses dans la cellule et 
auraient ainsi une persistance accrue dans 
1 ' environnement ; et 

c) les problemes potentiels lies a la 
dissemination de spores sont ainsi evites. 

D 1 autres caracteristiques et avantages de 
1' invention decoulent des exemples qui suivent ainsi 
que des figures : 

Figure 1 : Carte de restriction schematique 
des plasmides utilises 

(A) - Carte physique du vecteur navette pHT304 Les 
fleches au-dessus Erm R et Ap R indiquent la direction de 
transcription des genes ermC et bla respectivement . La 
fleche et 1' expression LacZp indiquent la direction de 
transcription a partir du promoteur du gene LacZ. 
ori Bt est la region de replication du plasmide pHT1030 
de B . thuringiensis > (B) - Carte de restriction 
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simplifiee des fragments comportant le gene crylllA . Le 
fragment A est un fragment de 6 kb Bam HI de B. 
thuringiensis LM79 ; les fragments de restriction G, P 
et H ont ete obtenus a partir de digestion partielle 
par Hindi I I et C a ete obtenu apres digestion totale 
avec Hindlll a partir du fragment A. Ces fragments ont 
ete clones dans pHT3 04 pour donner les derives pHT305A, 
pHT305G f pHT305P, pHT305H et pHT305C respectivement. Le 
gene crylllA (cadre hachure) et la direction de 
transcription sont indiques. Les nombres sous chaque 
site indiquent leur ordre de la gauche vers la droite. 

Figure 2 : Analyse des proteines des 
trans formants de B. thuringiensis exprimant le gene 
Cry lllA. Un volume identique d ' echantillons (20 m!) a 
ete charge dans chaque puits. Les lignes 1 a 4 et 6 a 8 
de B. thuringiensis Kurstaki HD1 Cry'B portant pHT305A, 
pHT305G, pHT305H, pHT305P, pHT3 05HnH 2 -H 3 , pHT305C et 
pHT304 respectivement. La ligne 5 correspond aux 
marqueurs de poids moleculaire (du haut vers le bas 97, 
66, 60, 43 et 30 kDa) - Les fleches indiquent les 
composants du cristal de 73 et 67 kDa. 

Figure 3 : Sequence de nucleotides de 
1 ' extremite 5 1 de la region en amont du gene crylllA . 

(A) Carte physique du fragment K Z ~P^ (H2-HJ+H3-P!) dans 
1 'orientation 5 1 vers 3'. Les positions des nucleotides 
des deux sites Hindlll (H 2 et H 3 ) qui delimitent le 
fragment grise, sont indiquees. Le second segment 
sequence (fragment H 3 ~P T ) etait le fragment entre le 
troisieme site Hin dlll et le site Pstl (P t ) . Un site 
ATG d* initiation de transcription de la toxine Cry lllA 
est montre. La numerotation des nucleotides est 
rapportee par rapport au fragment sequence et non par 
rapport a 1 1 initiation de transcription. 

(B) - Sequence de nucleotides du fragment H 2 -Pt * Le 
codon d 1 initiation ATG est indique en caracteres gras 
et 1' extremite du transcrit majoritaire sur gel, 
specif ique du gene crylllA , correspond au T localise en 
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position 1413. Un autre transcrit commence au 
nucleotide 983 ; il est apparemment minoritaire sur 
gel. La sequence comporte au moins deux repetitions 
inversees. La numerotation des nucleotides debute a 
partir du second site Hindlll et se termine au site 
Pstl montre sur la figure 3A. 

Figure 4 : Representation des plasmides PAF1, 
pHT304'lacZ, pHT7901'lacZ et pHT7902 1 lacZ . 

Figure 5 : Profil d'activite 0-galactosidase, 
La croissance des cellules Bt et les conditions de 
realisation des echantillons ainsi que le test sont 
decrits dans "Materiel et Methodes" . Le temps t 0 
indigue la fin de la phase exponentielle et t n est le 
nombre d'heures avant (-) ou apres le temps zero. 

Figure 6 : Carte de restriction detaillee des 
plasmides pHT7902 • lacZ , 7903* lacZ, 7907* lacZ, 
7909 'lacZ, 793 0 1 lacZ et 7931 f lacZ. Ces plasmides ont 
ete inseres dans B. thurinqiensis et I'activite /?- 
galactosidase a ete mesuree au temps t 6 de sporulation 
(en unites Miller) . On observe des activites 
respectivement de 30.000, 30.000, 3.500, 2.000, 35.000 
et 60-000. 

Figure 7 : Activite 0-galactosidase dans des 
souches de B. subtil is Spo" et Spo* ; les cultures sont 
faites en milieu SP. 

Figure 8 : Carte de restriction schematigue 
des constructions utilisees pour mesurer I'activite 
transcriptionnelle des regions du systeme d' expression 
de crylllA, chez B. thuringiensis souche kursrtaki HD1 
Cry'B. 

A - Carte physique du vecteur pHT3 04-18Z. Les f leches 
indiquent la direction de transcription des genes ermC, 
bla, lacZ et du promoteur placZ; et 1 1 orientation de la 
replication chez E.coli (oriEc) . oril030 indique la 
region de replication du plasmide pHT103 0 (Lereclus et 
Arantes, Mol. Microbiol. 1992, 7:35-46). SD indique le 
site de fixation des ribosomes du gene spoVG place 
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devant le gene lacZ (Perkins et Youngman, 198 6, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 83:140-144). 

B - Representation physique et activite 
transcriptionnelle des differentes regions du systeme 
d' expression de crylllA fusionnees avec le gene lacZ. 
La numerotation des nucleotides est etablie d'apres la 
sequence d'ADN du fragment H2-P1 presentee Fig. 3B. Les 
f leches indiquent la position des extremites 5 1 des 
transcrits telles qu'elles sont identifiees par 
extension d' amorce. Les traits en pointille indiquent 
la localisation des fragments deletes. L' activite 0- 
galactosidase des differentes constructions a ete 
mesuree aux temps t 0 et t 6 de la sporulation et est 
indiquee en unites Miller. 

Figure 9 ; Determination de l*extremite 5' du 
transcrit crylllA/lacZ produit par la souche de 
B.thurinqiensis portant le plasmide pHT7815/8 ' lacZ . 
L'ARN total des cellules a ete extrait a t 3 et soumis a 
une experience d' extension d' amorce a la transcriptase 
inverse en utilisant comme amorce 1 ' oligonucleotide 
suivant : 5 ' -CGTAATCTTACGTCAGTAACTTCCACAG>-3 ' . Cet 
oligonucleotide est complementaire de la region 
localisee entre le site de fixation des ribosomes du 
gene spoVG et le codon d 1 initiation du gene lacZ. Le 
meme oligonucleotide a ete utilise pour determiner la 
sequence nucleotidique de la region correspondante du 
plasmide pHT7815/8. L'extremite 5' est numerotee 
d'apres la sequence d 1 ADN du fragment H2-P1 presentee 
Fig. 3B. 

Fig. 10 : Carte physique schematique des 
constructions utilisees pour mesurer 1" activite post- 
transcript ionnelle de la region aval du systeme 
d'expression de crylllA, chez B.subtilis souche 168. 
La numerotation des nucleotides est etablie d'apres la 
sequence d'ADN du fragment H2-P1 presentee Fig. 3B. La 
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fleche indique la position du demarrage de 
transcription localise en position +984. L'asterisque 
en position 1421 indique le remplacement GGA par CCC. 
Les traits en pointille indiquent la localisation des 
fragments d'ADN deletes. L'activite 0-galactosidase des 
differentes constructions a ete mesuree au temps t 3 de 
la sporulation et est indiquee en unites Miller. 

Figure 11 : Sequence de nucleotides du gene 
spoOA de B . thur ingiensis souche 407. 

A - Carte de restriction schematique du fragment d'ADN 
de 2,4 kb portant le gene spoOA. La fleche indique 
1 'orientation de la transcription du gene spoOA. 
B - Sequence nucleotidique de la phase ouverte de 
lecture comportant la sequence codante du gene spoOA. 
Le codon d 1 initiation GTG est indique en caractere 
gras. Les deux sites Hindi sont soulignes. Les trois 
points representent le codon stop. 

Materiel et methodes 

SQUCHES BACTERIENNES ET CONDITIONS DE CROISSANCE 
Escherichia coli K-12 TGI [A(lac-proAB) supE thi tidsD 
(F ' traD36 proA + proB + lacl q lacZADMIS) ] Gibson, T.J. et 
al 1984. thesis. University of Cambridge, Cambridge 
a ete utilise en tant qu'hote pour la construction des 
plasmides representes a la figure IB et pour le 
bacteriophage M13 . 

E. coli MC1061 [hsdR mcrB araD139A (araABC-leu) 7679 a 
lacX74 galU galK rpsL thi] (Meissner, P.S. et al 1987. 
Proc. Natl. Acad. Sci.USA 84:4171-4175) a ete utilise 
en tant qu'hdte pour la construction des plasmides 
representes a la figure 7. 

B. thuringiensis souche LM 79 qui contient le gene 
crylllA, a ete isole et caracterise par Chaufaux J. et 
al 1991. Les collogues de I'INRA. 58:317-324. 
Cette souche appartient au serotype 8 et produit des 
quantites de toxines similaires a celles produites par 
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d'autres souches de B thuringiensis portant le gene 
crylllA (Donovan, V.P., et al 1988. Mol. Gen. Genet. 
214.365-372. - Sekar, V. , et al 1987. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 84:7036-7040). 

B. thuringiensis de la sous-espece Kurstaki HD1 CryB a 
ete utilise comrae hote pour les etudes de regulation du 
gene crylllA . Les souches E. coli ont ete cultivees a 
37 °C dans un milieu Luria et transf ormees selon la 
methode decrite par Lederberg et Cohen (1974. 
Bacterid- 119:1072-1074). 

La souche B thuringiensis espece Kurstaki HD1 Cry'B a 
ete cultivee et transformer par electroporation selon 
la technique decrite par Lereclus et al, (1989. FEMS 
Microbiol. Lett. 60:211-218). 

Les concentrations en antibiotiques pour la selection 
des bacteries etait de 100 /xg/ml pour 1 ' ampicilline et 
25 jug/ml pour 1 1 erythromycine. 

Constructions de plasmides 

Le fragment BamHI de 6 Kb portant le gene 
crylllA et les regions adjacentes a ete isole a partir 
de B. thuringiensis LM79 et a ete insere dans le site 
unique BamHI de pUC19 pour produire PHT791, qui a ete 
employe comme source d'ADN pour la construction des 
differents plasmides utilises ici. Le plasmide pHT305A 
a ete obtenu par insertion du fragment Bam HI de 6 Kb 
dans le site unique Bam HI du vecteur navette pHT304 
(Arantes, 0 et Lereclus D. 1991, Gene 
108:115-119) (Figure 1 A). Des echantillons du fragment 
Bam HI de 6 Kb ont ete partiellement ou completement 
diger£s avec Hindlll et les fragments resultants ont 
ete clones entre les sites Bam HI et Hindlll ou au site 
Hin dlll de pHT3 04 pour donner les derives pHT3 05G, 
pHT305H, pHT305P et pHT305C (Figure 1) . Le plasmide 
pHT305HQH 2 H 3 a ete obtenu en inserant le fragment H ? -H 3 
rempli aux extremites dans le site Smal de pHT305H 
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(fragment delimite respectivement par les deuxieme et 
troisieme sites Hindlll du fragment de 6 kb) . 

Le fragment de 4,5 Kb Sma l - Kpn l du plasmide 
pTV32 (Perkins, J.B. et al 1986. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 83:140-144) contenant les genes lacZ ermC a ete 
clone dans pEBlll (Leonhardt, H., et al 1988. J. Gen. 
Microbiol. 134:605-609) pour donner le plasmide pMCll. 
Le plasmide pHT304 , lacZ, utilise pour construire les 
fusions de transcription, a ete obtenu en clonant le 
fragment de restriction Dra l- Sma l de 3,2 Kb contenant 
le gene lacZ depourvu de promoteur, isole a partir de 
pMCll, au site unique Sma l de pHT304. Le plasmide 
pHT7901 , lacZ a ete obtenu en clonant le fragment Hj-P, 
[ (Hindlll-PstI) voir figure 3A] entre les sites uniques 
Hin dlll et PstI de pHT304»lacZ. Le plasmide 
pHT7902'lacZ a ete construit en clonant le fragment 
H 2 -H 3 (figure 3A) dans le site unique Hin dlll de 
pHT7901 ' lacZ . L 1 orientation du fragment H 2 -H 3 a ete 
determinee en cartographiant les sites de restriction 
Hpa l et Bal l par rapport au site Pst I. Deux sites Hpa l 
sont localises aux positions nucleotidiques 50 et 392 ; 
le site Bal l est localise a la position nucl^otidique 
670 (figure 3). La structure generale des plasmides 
recombinants portant la fusion lacZ est donnee a^ la 
figure 4. 

Manipulations d'ADN 

Les procedures standard ont ete utilisees 
pour extraire les plasmides a partir de E. coli , pour 
transfecter I'ADN recombinant du phage M13 et pour 
purifier l'ADN simple brin (Sambrook J, et al 1989. A 
laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor 
Laboratory - Cold Spring Harbor, N.Y.). Les enzymes de 
restriction, la ligase ADN T4 et la T4 polynucleotide 
kinase ont ete utilisees selon les recommandations du 
fabricant. Le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I 
et des desoxyribonucleosides triphosphates ont ete 
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utilises pour que les extremites du fragment H 2 -H 3 
soient des extremites f ranches. Les fragments de 
restriction d'ADN ont ete purifies sur gels d 1 agarose 
en utilisant le kit Prep A gene (Bio-Rad) . Les 
sequences de nucleotides ont ete determinees par la 
methode dideoxy de terminaison de chaine (Sanger, F., 
et al 1977. Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 175, 1993 USA 
74:5463-5467) en utilisant les phages M13mpl8 et 
M13mpl9 comme matrices, ainsi que le kit Sequenase 
version 2.0 (US Biochemical. Cor. Cleveland Ohio) et 
[a- 35 S] dATP (15 TBq ; Amersham, United Kingdom). 

Analyse informatique 

Les sequences d'ADN ont ete analysees en 
utilisant les programmes de l f Institut Pasteur sur un 
ordinateur general de donnees MV10000. 

Extraction de l'ARN, Extension des amorces, Analyse 
Northern de l'ARN et analyse en dot blot 

La souche B. thurinqiensis sous espece 
Kurstaki HD1 Cry'B (pHT305P) a ete cultivee dans un 
milieu HCT (Lecadet et al 1980. J. Gen. Microbiol. 
121:203-212) a 30°C en agitant. Les echantillons ont 
ete pris a t 0/ t 3 , t 6 et t 9 (t 0 est defini comme etant le 
debut de la sporulation et t n indique le nombre 
d'heures apres le debut de la sporulation). Les 
cellules ont ete recuperees par centrifugation, 
resuspendues dans un milieu HCO (Lecadet, M. M. , et al 
1980. J. Gen. Microbiol. 121:203-212) contenant 50 mM 
d'azide de sodium et immediatement congelees a - 70 °c 
jusqu'a I'extraction d'ARN (Glatron, M.F. , et al 1972. 
Biochimie 54:1291-1301). Pour le test d'allongeraent de 
1» amorce, un premier oligonucleotide de 39 mer (3'-CTT 
AGG CTT GTT AGC TTC ACT TGT ACT ATG TTA TTT TTG-5 1 ) 
complementaire de la region 3'-1544 a 1583-5'du gene 
crylllA a ete synthetise et son extremite 5 1 a ete 
marquee avec du [7" 32 P] <^ATP (110 TBq/mmol) par la T4 
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polynucleotide kinase ♦ L 1 oligonucleotide de 39-nier a 
ete purifie sur une colonne Sephadex G-25 (Pharmacia) 
(incorporation d'environ 70 %) et pour etre utilise 
comme amorce, il a ete melange avec 50 fiq d'ARN total. 

Un deuxieme oligonucleotide de 32 mer, 
complementaire la region localisee entre les positions 
1090 et 1121, a ete utilise egalement comme amorce et a 
permis la detection d'un deuxieme transcrit dont le 
demarrage de transcription est situe en position 983. 
Cet oligonucleotide correspond a la sequence 
5 ' GTTAGATAAGCATTTGAGGTAGAGTCCGTCCG-3 1 - 

L ! hybridation (a 30°b), I'extension de 
1' amorce et 1" analyse des produits ont ete effectuees 
comme decrit par Debarbouille, M. , et al (1983. J. 
Bacteriol. 153:1221-1227). Les amorces de 39 mer et de 
32 mer ont ete utilisees pour 1 'allongement du fragment 
Hs-P-! clone dans M13-mpl9 et pour 1 1 allongement du 
fragment H 2~ p i clone dans pHT7902 1 lacZ , 

respectivement.Les produits resultant des reactions 
ont ete places sur des gels en parallele avec des 
produits de transcription, pour determiner les 
extremites 5 1 des transcrits . 

Une analyse Northern blot a ete realisee avec 
de l'ARN denature fractionne par electrophorese sur des 
gels d 1 agarose contenant du formaldehyde a 1,5 % et 
transfere sous vide sur des membranes Hybond-N* 
(Amersham) dans 20 x.SSC pour 1 h (1 x SSC correspond a 
150 mM NaCl plus 15 mM citrate sodium, pH 7,0)* Le 
fragment de restriction Pstl-EcoRI de 874 bp (interne 
au gene crylllA ) a ete marque avec du 32 P avec un kit 
de translation de coupure (Boehringer Mannheim) , puis 
denature et utilise comme sonde. Une prehybridation a 
ete realisee a 42 "c pendant 4 heures dans un milieu 
contenant 50 % de f ormamide-lM NaCl-1% sodium dodecyl 
sulfate (SDS)-IO x Denhardt 1 s solution-50 mM Tris-HCl 
(pH 7, 5) -0,1 % sodium PP, ADN de sperme de saumon 
denature (>100 jig/ml) et la sonde marquee (10 a cpm/Mg) a 
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ete ajoutee a la solution de prehybridation et 
1* incubation a ete poursuivie pendant toute la nuit. La 
membrane a ete lavee a 65 °c pendant 30 minutes 2 fois 
dans 2 x SSC-0,5 % SDS, une fois dans 2 x SSC-0,5 % 
SDS, et une fois dans 0,5 x SSC-0,5 % SDS . 

Des quant ites 6gales d'ARN de cultures 
synchrones de B. thuringiensis sous espece Kurstaki HD1 
Cry'B portant les plasmides pHT305P ou pHT305H prises a 
t 3 ont ete deposees sur des membranes Hybond-C Extra 
(Amersham) avec un appareil manifold (Schleicher & 
Schuel) en utilisant le protocole dot blot decrit par 
Sambrook et al (Sambrook, J., et al 1989. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y. ) . La sonde 
et les conditions d 1 hybridation etaient celles decrites 
dans les tests Northen blot. 

Preparation du cristal et analyse 

Les cellules ont ete cultivees dans un milieu 
HCT a 30 °C avec agitation pendant 48 heures et les 
cristaux ont ete prepares selon la methode decrite dans 
la publication Lecadet, M.M. , et al (1992- Appl. 
Environ. Microbiol. 58:840-849), a I'exception du fait 
gue la concentration en NaCl etait de 150 mM. Pour 
1 1 electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS (PAGE), 
20 Ml de chaque echantillon ont ete utilises (Lereclus, 
D. , et al 1989. (FEMS Microbiol. Lett. 66:211-218). 

Test de detection de la ff-Galactosidase 

Les souches de E. coli et B. thurinqiensis 
contenant les fusions de transcription lacZ ont ete 
detectees en deposant sur le milieu solide, le substrat 
chromogene, du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-£-D- 

galactopyranoside (X-Gal) (4 0 /xg/ml) et des 
antibiotiques appropries. Les souches isolees ont ete 
cultivees comme indique et recuperees a t_ 2 , t. 1f t 0 , 
t 1#5 , t 3 , t 4(5 , t 6 , et t 75 .Apres centrifugation, les 
culots ont ete immediatement congeles a - 70 °c (pour 
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prevenir 1 1 inactivation de la 0-galactosidase) et 
decongeles juste avant le traitement par ultra-sons 
pour detecter la 0-galactosidase (Msadek, T. , et al 
1990* J. Bacterid. 172:824.834). Les activites 
specifiques presentees (exprimees en unites Miller par 
milligramme de proteine) correspondent aux moyennes 
d'au moins deux experiences independantes . 

- RESULTATS - 

L 1 expression du gene crylllA necessite la presence d'un 
fragment d'ADN en amont du gene . 

Arantes et Lereclus (1991. Gene 108:115-119) 
ont montre que le gene crylllA etait seulement 
faiblement exprime dans la souche B. thuringiensis HD1 
Cry"B lorsqu^l etait clone dans un vecteur a faible 
nombre de copies tel que pHT304 (4 copies par 
equivalent chromosome) . 

A partir d'un fragment Bam HI de 6 kb portant 
le gene crylllA et les regions adjacentes (figure 1 B) , 
isole a partir de la souche B» thuringiensis LM79 
specif ique pour les coleopteres, on a recherche si des 
regions en amont du gene pouvaient etre impliquees dans 
la regulation de 1' expression de ce gene. Le fragment 
de 6 kb a ete clone dans le site unique BamH I du 
vecteur pHT304 (figure 1 A) ; des fragments obtenus 
apres digestions partielles ou totales par Hindlll du 
fragment Bam HI de 6 kb ont ete egalement inseres de 
fagon independante dans le meme plasmide pour donner 
les derives pHT305A, pHT305G, pHT305H, pHT305P et 
pHT3 05C (figure 1 B) . Les cinq plasmides recombinants 
ont ete ensuite introduits dans B thuringiensis sous 
esp&ce Kurstaki HDl Cry' B par electroporation, et les 
trans formants ont ete cultives pendant deux jours a 
30°C dans un milieu HCT (Lecadet, M. M. , et al 1980. J. 
Gen. Microbiol. 121:203-212) contenant 25 jizg 
d 1 erythromicine par ml. 
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Des preparations de spores comportant des 
cristaux ont ete recuperees a partir des cultures et 
examinees par raicroscopie en contraste de phases et 
SDS-PAGE (figure 2) . Les souches recombinantes portant 
les vecteurs pHT305A, pHT305G et pHT305P (figure 2 
lignes 1, 2 et 4 respect ivement) produisaient des 
grandes quantites d'un cristal rhombolde plat 
caracteristique des souches actives contre les larves 
de coleopteres. Les composants principaux de ces 
cristaux etaient deux peptides d 1 environ 73 et 67 kDa, 
tels que ceux prealablement deer its pour les souches de 
B. thuringiensis portant crylHA (Donovan, W.P., et al 
1988. Mol. Gen* Genet. 214:365-372). 

En revanche, aucune production de cristal n'a 
ete detectee avec les souches portant pHT305H ou 
pHT305C (figure 2, lignes 3 et 7 respect ivement) . On a 
ends l'hypothese que ces plasmides sont depourvus de 
certains elements presents au contraire dans les 
derives pHT305A, pHT305G et pHT305P. Get element 
supplementaire eventuel est situe sur un fragment d'ADN 
de 1 kb, entre le second et le troisieme site Hin dlll , 
ce fragment etant designe par H 2 -H 3 (figure 1 B) . Pour 
tester si son effet d' activation dependait de sa 
position, le fragment H 2 ~H 3 a ete ligature a un site 
Sma l de pHT305H. Dans le plasmide resultant (pHT305Hn 
H 2 H 3 ) , le fragment H 2 H 3 est localise en aval du gene 
crylHA. La synthese de la toxine CrylHA de 
pHT305HQH 2 H 3 s 1 est averee aussi faible qu'avec le 
plasmide pHT305H (figure 2 ligne 6) . Cette absence 
d' effet pourrait etre due soit a la nouvelle 
localisation du fragment H 2 -H 3 , cette localisation 
etant inappropriee ou a la desorganisation de sa 
structure fonctionnelle, Dans ce cas, 1' element 
f onctionnnel demarrant a 1 ' interieur du fragment H 2 -H 3 
serait etendu a une region au-dela du site Hindlll 
decrit et comprendrait potent iellement la region du 
promoteur . 
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Sequenqaqe de l'ADN et analyse 

La sequence nucleotide du fragment H 2 -H 3 de 
979pb du plasmide pHT791 a ete determinee (figure 3 
B) . De plus la sequence de 7l3pb s'etendant du 
troisieme site Hin dlll au premier site PstI (fragment 
H3-P1) a 6te determinee (figure 3 B) . Ce second 
fragment porte la region en amont du promoteur, le 
promoteur lui-meme, le site potentiel de liaison au 
ribosome, et les premiers 151 codons du gene crylllA 

(Sekar, V. et al, 1987 PNAS. USA 84:7036-7040). II n'y 
a pas de difference entre la sequence du fragment H 3 -P 1 
isole a partir de la souche LM79 et les regions 
correspondantes des genes crylllA isoles a partir de B. 
thurinqiensis sous espece tenebrionis , B. thurinqiensis 
sous espece san diego et la souche EG2158 (Donovan W.P. 
et al, Herrnstadt C. et al, Hofte H.J. et al, Sekar V. 
et al) . Aucune sequence potentiellement qodante pour 
une proteine autre que celle correspondant a 
I'extremite 5 1 de crylllA n'a ete trouvee. Cette region 
presente une forte proportion de bases A+T (adenine- 
plus-thymine) correspondant a environ 81 % entre les 
bases 770 et 990 et deux sequences invers6es repetees. 
La premiere sequence inversee repetee est imparfaite 

(16 des 17 pb sont identiques) avec un centre de 
symetrie au nucleotide 858 et la seconde est une 
repetition inversee parfaite de 12 pb avec un centre de 
symetrie au nucleotide 1379. Les energies libres 
conduisant a la formation des structures en tige 
boucle, calculees selon la methode de Tinoco et al 

(Tinoco, J.J. et al 1973. Nature (London) New Biol. 
246:40-41), etaient respect ivement de - 57,7 et - 66,1 
kJ/mol . 

Analyse du point d 1 initiation et de la duree de la 
transcription en presence du fragment H ? -H^. 

Sekar et al ont cartographie le site de 
debut de la transcription du gene crylllA a partir des 
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ARNs isoles a partir de cellules en phase precoce 
(stade II) et en phase intermediaire (stades III a IV) 
de sporulation) en utilisant la nuclease de haricot 
(mung bean) . Ces periodes de croissance correspondent a 
t 2 a t 5 . L' extension a partir d 1 amorces a ete realisee 
sur des ARN extra its de cellules en culture a t 0 , t 3 , t 6 
et t 9 pour determiner si d'autres points d' initiation 
interviennent lors des phases precoces et tardives de 
la croissance; et pour determiner & quel stade la 
transcription maximale apparait. Un site de depart de 
la transcription est apparu sous forme d'un signal 
faiblement radioactif dans les echantillons a t 0 et t 9 
et ce signal s'est avere plus intense dans les 
echantillons a t 3 et t 6 . Ce site d' initiation de 
transcription a ete cartographie un nucleotide en amont 
de celui decrit par Sekar et al. 

Ces resultats indiquent que le transcrit 
majoritaire a pour extremite 5* le T localise en 
position 1413 (Fig. 3). Cependant, le T localise en 
position 1413 (Fig. 3) pourrait constituer 1' extremite 
d'un messager stable dont le vrai demarrage se 
situerait en amont. 

Detection et analyse quantitative de 1 1 ARNm specif ique 
de la toxine crvIIIA en presence du fragment H^-H^ 

La transcriptase inverse est satisf aisante 
pour l 1 extension a partir d 1 amorces pour des fragments 
contenant seulement 100 a 150 bases dans la mesure ou 
cette enzyme peut s 1 arreter ou s ' interrompre dans des 
regions comportant d ' importantes structures secondaires 
au niveau de la matrice d'ARN. Pour etudier la presence 
d'un site potentiel d 1 initiation de transcription 
localise tres en amont de l 1 extremite 5' du gene 
cry I II A , une analyse Northern blot a ete realisee. 
L'ARN total de la souche portant pHT305P a ete recupere 

a to/ ^3' "^6 et ^9- Les ARN ont ©te s^pares par 
electrophorese sur gels d 1 agarose et hybrides avec une 
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sonde corresponciant aux fragments internes de crvIIIA 
marques (fragment Pstl- EcoR I de 874 pb) . Dans tous les 
echantillons, un transcrit principal d' environ 2,5 kb a 
ete detecte. Ceci est coherent avec la taille du 
transcrit delimite par le site d f initiation de 
transcription decrit ci-dessus et une sequence de 
terminaison potentielle localisee environ 400 pb en 
aval du codon stop de crylllA , deer it e par Donovan et 
al. 

Les quant ites relatives d'ARNm specif iques de 
la toxine CrylllA synthetisee par la souche portant 
pHT305P et par la souche portant pHT305H ont ete 
comparees par une procedure dot blot- Des ARN isoles a 
partir de cultures synchrones recuperees a t 3 ont ete 
immobilises sur une membrane de nitrocellulose et 
hybrides a un exces de sonde Pstl-EcoRI de crylllA . La 
souche portant pHT305P contenait environ 10 a 15 fois 
plus d'ARNm specif ique de crylllA que la souche 
contenant pHT305H. 

Production de g-qalactosidase a partir de la fusion 
H?""H^ » z lacZ 

La synthese relative du transcrit crylllA en 
presence et en 1' absence du fragment H 2 -H 3 a indique 
que ce segment d 1 ADN regule 1* express ion du gene 
crylllA au niveau de la transcription plutot qu'au 
niveau de la traduction, Une fusion avec le gene lacZ a 
ete realisee pour tester l'effet sur la transcription, 
produit par le fragment H 2 -H 3 . Le gene lacZ depourvu de 
promoteur a ete sous-clone dans le site Sma l de pHT304. 
Le plasmide resultant pHT3 04 , lacZ const itue un systeme 
permettant de generer des transcriptions de fusion et 
d'etudier leur expression dans B. thurinqiensis dans 
des conditions approchant celles ayant lieu 
naturellement avec les genes cry (plasmide a faible 
nombre de copies) ♦ En consequence, le fragment H z -V^ de 
713pb a ete clone entre les sites Hin dlll et PstI de 
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pHT304 f lacZ pour donner pHT7901 1 lacZ . Finalement, le 
fragment H 2 -H 3 a ete clone dans le site Hindlll de 
pHT7901 f lacZ pour donner pHT7902 1 lacZ , qui porte le 
fragment H 2 -H 3 dans son orientation d'origine par 
rapport au fragment I^-P} (figure 4) • Les plasmides 
pHT304*lacZ, pHT7901 1 lacZ et pHT7902'lacZ ont ete 
introduits dans B. thuringiensis sous espece Kurstaki 
HD1 Cry'B par electroporation. Le vecteur pHT304'lacZ 
avait un phenotype bleu potent iellement attribue au 
promoteur lacZ ou a une autre region d f ADN de pUC19 
agissant comme promoteur, local isee en amont des sites 
de clonage. La sporulation de chaque souche a ete 
induite et des echantillons ont ete pris a t_ 2 et t^ (2 
heures et 1 heuire avant le declenchement de la 
sporulation, respect ivement) et de t 0 a t 75 a 1,5 heure 
d'intervalle et testes pour I'activite 0-galactosidase 
(figure 5) • L' activite /3-galactosidase de la souche 
portant pHT304'lacZ etait constante a environ 800 
unites Miller de t_ 2 a t 7 5 . Le niveau de la production 
d'enzymes de la souche portant pHT7901 I lacZ a monte 
d' environ 2 50 unites Miller a t_ 2 jusqu'a environ 1.200 
unites Miller a t 7#5/ ihdiquant une petite mais 
significative augmentation de I'activite /?- 
galactosidase pendant la sporulation (cette 
augmentation n'est pas apparente a cause de l'echelle 
utilisee sur la figure 5) . Au contraire, la souche 
recombinante portant pHT7 902' lacZ a produit beaucoup de 
/?-galactosidase (33.000 unites Miller a t 6 et t 75 ). Son 
activite ^-galactosidase a augmente d 1 environ 20 fois 
entre t 0 et t 6 (Figure 5) . Le ratio des activites des 
souches portant pHT7901'lacZ et pHT7902'lacZ a augmente 
de 8 fois pendant la phase de croissance vegetative a 
environ 25 fois pendant la phase tardive de la 
sporulation, 

Les resultats presentes ci-dessus et plus 
precisement les Figures 4 et 5, indiquent que le 
systeme d* expression de crylllA est fonctionnel (a bas 
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nombre de copies) si la region H 2 -H 3 est presente en 
amont de la region H 3 — H 1 • Si c'est le cas, de tres 
hauts niveaux d' expression sont obtenus, que ce soit 
avec le gene crylllA ou avec le gene lac Z , 

1) Definition precise de la region act iva trice , 

Des deletions du fragment H 2 -P t (Fig. 3 A) ont 
montre qu'un fragment Tagl - Tagl (positions 907 a 
1559, Fig- 3) etait suffisant pour obtenir la forte 
expression du gene lac Z (plasmide pHT7930 'lacZ, 
fig. 6) . 

De plus, une deletion interne du fragment, 
entre les sites Pad et Xmn I (positions 990 a 1179) ne 
reduit pas l 1 expression du gene lac Z . 

Cette deletion interne a fait intervenir un 
adaptateur entre les sites Pad et XmnI, 

Les deux oligonucleotides suivants ont ete 
synthetises et hybrides ensemble pour construire une 
sequence d'ADN double brin pouvant servir d 1 adaptateur 
entre les sites Pad et Xmn I : 

-5 ' - TAAAGATATCTTTGAAGCTTCACGTGTTTAAACAGGCCTGCAG -3 ' - 
-3'- TAATTTCTATAGAAACTTCGAAGTGCACAAATTTGTCCGGACGTC -5'- 

L 1 adaptateur utilise ici a une sequence telle 
que cinq nucleotides naturellement presents apres le 
site Pad , sont reconstitues dans le plasmide 
pHT7931 1 lacZ. 

En presence de cette deletion, une meilleure 
expression semble etre obtenue en rapprochant les deux 
regions Tagl - Pad (positions 907 a 990) et Xmn I - 
Tag l (positions 1179 a 1559) (plasmide pHT7931 1 lacZ , 
f ig.6) . 

II s'ensuit que le systeme d 1 expression de 
crylllA necessite 1 1 association de deux sequences d'ADN 
distinctes ; l'une est comprise entre les sites Tag l et 
Pad (positions 907 a 990), 1 ! autre est comprise entre 
les sites Xmn I et Tagl (positions 1179 a 1559) . 
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Cette conclusion est renforcee par le fait 
qu'en 1' absence de la region Xmn I - Taq I (positions 
1179 a 1559) , la region situee en amont du site Xmn I 
n'est pas suffisante pour obtenir le haut niveau 
d 1 expression du gene lac Z (plasmide pHT7907 1 lacZ, 
fig, 6). En effet, la sequence d ' ADN Dral - Xmn I 
(positions 806 a 1179) placee en amont du gene lac Z 
(plasmide pHT7907 1 lacZ) ne pennet d'obtenir chez Bt (B. 
thurinqiensis ) qu'une activite /3-galactosidase 
d' environ 3500 unites Miller (a comparer aux 30.000 u M 
obtenues avec le plasmide pHT7902 , lac Z et 
pHT7903*lacZ) . 

Ce resultat confirme done que 1 'association 
des deux sequences Taq I - Pad (positions 907 a 990) et 
Xmn I - Taq I (positions 1179 a 1559) est necessaire pour 
que le systeme d 1 expression de crylllA fonctionne 
pleinement . 

L 1 experience realisee avec le fragment Dra l - 
Xmn I en amont de lacZ (plasmide pHT7907 1 lacZ) indique 
qu'une activite promotrice est incluse entre Dra l et 
Xmn I voire entre Taq I et Paci (positions 907 a 990) 
puisqu'une forte activite /3-galactosidase est obtenue 
quand le fragment Pad - Xmn I (positions 991 a 1179) est 
absent . 

L' analyse des ARN par extension d 1 amorce 
realisee en utilisant un oligonucleotide complementaire 
de la sequence comprise entre les positions 1090 et 
1121, permet en effet de detecter un demarrage de 
transcription dans cette region. Celui-ci est localise 
en position 983 (Fig. 3) ou plus probablement en 
position 984. II en resulte qu'un promoteur doit etre 
situe quelques paires de bases en amont de ce 
demarrage. Bien qu'il n'y ait pas d'homologie evidente 
avec des promoteurs connus, les boites -35 (TTGCAA) et 
-10 (TAAGCT) du promoteur se trouveraient entre les 
positions 945 a 980 . 
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Un fragment d'ADN Mun i - PstI (positions 952 
a 1612) place devant lacZ (plasmide pHT7909 'lacZ) 
confere une faible activite /?-galactosidase, comparable 
a celle obtenue avec le plasmide pHT7901 , lacZ (Fig. 4 
et 5) • 

Ce resultat suggere que le promoteur situe en 
positions 945 et 980 peut etre inactive dans une 
construction debutant a Muni (position 952) . 
On sait toutefois que la sequence minimale necessaire a 
1' expression a ete definie comme debutant au site TagI 
(position 907) . 

II resulte de ces differentes experiences, 
qu'une sequence d'ADN local isee entre les sites TagI et 
Pad (positions 907 a 990) est requise pour obtenir une 
forte expression de lacZ et en consequence une forte 
transcription de crylllA . 

Hesure de 1* activite du promoteur amout dans le 
systeme d 1 expression de crylllA 

Pour mesurer l 1 activite du promoteur amont, 
une fusion transcriptionnelle a ete construite avec le 
fragment d'ADN contenant ce promoteur et le gene lacZ. 
Pour cela le vecteur d' expression pHT304-18Z a tout 
d'abord ete construit (Fig. 8A) . Le fragment d'ADN 
compris entre les positions 907 et 990 a ensuite ete 
clone en amont du gene lacZ pour donner le plasmide 
pHT7832 'lacZ. L' activite /3-galactosidase est de 3*000 
U/mg de proteines a t 0 et de 13.000 U/mg de proteines a 
t 6 (Fig. 8B) . 

Le role du promoteur amont dans l 1 activite 
globale du systeme d' expression de crylllA a ete evalue 
en analysant l'effet produit par son inactivation. Le 
site de restriction Muni a ete rempli a I'aide du 
fragment Klenow de l'ADN polymerase en presence de 
deoxynucleotides pour donner le plasmide 
pHT7832AMunI 1 lacZ. Cela conduit a additionner 4 
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nucleotides entre les regions -35 et -10 du promoteur 
( CAATTAATTG versus CAATTG) . L'activite 0-galactosidase 
de la souche portant pHT7832A Munl'lacZ etait d' environ 
10 U/mg de proteines a t 0 et d 1 environ 30 U/mg de 
proteines a t 6 (Fig- 8B) • Ce resultat indique que le 
promoteur atnont est alors inactive. Le fragment d 1 ADN 
contenant le site Muni modifie a ete introduit dans le 
plasmide pHT7830'lacZ pour donner le plasmide 
pHT7830AMunI 'lacZ. L'activite 0-galactosidase de la 
souche portant pHT783 0AMunI 1 lacZ etait d' environ 
25 U/mg de proteines a t 0 et d' environ 450 U/mg de 
proteines a t 6 (Fig. 8B) . Par comparaison avec la 
souche portant le plasmide pHT7830'lacZ, il resulte que 
le promoteur amont est necessaire au f onctionnement 
optimal du systeme d' expression de crylllA. Le plasmide 
pHT7830'lacZ correspond au vecteur pHT304-18Z dans 
lequel est clon6 le fragment TaqI contenant le systeme 
d' expression entier de crylllA. 

Etude du role de la region en aval dans le systeme 
d' expression de crylllA. 

Les resultats precedents confirment que le 
promoteur amont est necessaire au f onctionnement 
optimal du systeme d' expression de crylllA ; en 
revanche, il n'est pas suffisant pour rendre compte de 
l'activite maximale du systeme entier. Ce dernier 
aspect avait ete; evoque precedemment (comparer 
l'activite 0-galactosidase des souches portant les 
plasmides pHT7832'lacZ et pHT7831»lacZ (Fig. 8B) . Le 
plasmide pHT7831*lacZ correspond au plasmide 
pHT7830'lacZ dont le fragment interne PacI-XmnI est 
delete. Il resulte qu'une region dite "aval" est 
requise pour expliquer l'activite maximale du systeme 
d 1 expression de crylllA. 

Le site de demarrage de transcription du gene 
crylllA avait ete precedemment localise en position 
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1413, les regions -3 5 et -10 du promoteur putatif 
devaient done etre comprises entre les nucleotides 1370 
et 1412 (Sekar et al., 1987, Proc. Natl, Acad, Sci. 
USA, 84 : 7036-7040). De fa<?on a evaluer l'efficacite 
de ce promoteur putatif, nous avons construit le 
plasmide pHT7815/8 1 lacZ dans lequel le fragment d'ADN 
compris entre les nucleotides 1352 et 1412 a ete 
delete, L'activite 0-galactosidase de la souche portant 
pHT7815/8 1 lacZ etait d' environ 3.000 U/mg de proteines 
a t 0 et d 1 environ 42*000 U/mg de proteines a t 6 
(Fig. 8B) . Ce resultat indique que la region comprise 
entre les nucleotides 1362 et 1412 ne joue aucun role 
essentiel dans le systeme d' expression de crylllA et ne 
peut done etre consideree comme le promoteur du gene 
crylllA. 

Une experience d 1 extension d 1 amorce a et6 
realisee avec les ARN totaux extraits a t 3 d'une souche 
de B.thurinqiensis portant le plasmide pHT7815/8 • lacZ , 
L 1 extremite 5' du transcrit majoritaire est detectee, 
comme precedemment , en position 1413 (Fig. 9) . 
L' ensemble de nos resultats demontrent done que cette 
extremite, ne correspond pas a un demarrage de 
transcription mais a 1' extremite d'un transcrit stable 
initie en position 984 a partir d'un promoteur amont 
localise dans la region d'ADN comprise entre les sites 
TaqI et Pad (positions 907 a 990) et defini par les 
regions -35 et -10 : TTGCAA et TAAGCT. L'extremite 5' 
du transcrit majoritaire de crylllA etant 
invar iablement en position 1413, en presence ou en 
absence du fragment d'ADN compris entre les positions 
1362 et 1412, il resulte que cette extremite est 
determine par la presence d'une sequence d'ADN qui se 
trouve en aval de la position 1413. Le role de cette 
region s'exerce done a un niveau post-transcriptionnel . 
L' analyse de cette sequence aval a ete faite chez 
B.subtilis a 1'aide de fusions transcriptionnelles avec 
le gene lacZ. Les differentes constructions presentees 
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figure 10 nous ont perrais de delimiter plus precisement 
la region aval et de mesurer son effet post- 
transcriptionnel : 

1. Le fragment d'ADN compris entre les 
nucleotides 1462 et 1556 a ete delete du plasmide 
pHT783 0'lacZ pour donner le plasmide pHT7816' lacZ. 
L'activite 0-galactosidase de la souche portant 
pHT7816'lacZ. etait d' environ 25.000 U/mg de proteines 
a t 3 , alors que l'activite 0-galactosidase de la souche 
portant pHT7830 1 lacZ . etait d' environ 50.000 U/mg de 
proteines a t 3 (Fig. 10) . 

2. Le fragment d ' ADN compris entre les 
nucleotides 1413 et 1556 a ete delete du plasmide 
pHT783 0 f lacZ pour donner le plasmide pHT7805' lacZ. 
L'activite 0-galactosidase de la souche portant 
pHT7805'lacZ. etait d ' environ 5.000 U/mg de proteines a 
t 3 (Fig. 10). 

3. Les nucleotides GGA en position 1421-1423 
ont ete remplaces, dans le plasmide pHT7830 ' lacZ , par 
les nucleotides CCC pour donner le plasmide 
pHT7830Rm' lacZ . L'activite 0-galactosidase de la souche 
portant pHT7830Rm' lacZ . etait d' environ 5.000 U/mg de 
proteines a t 3 (Fig. 10). 

4 . Une experience d 1 extension d 1 amorce a ete 
realisee avec les ARN totaux extraits a t 3 d'une souche 
de B . thur ingiensis portant le plasmide pHT783 0Rm' lacZ . 
L'extremite 5' du transcrit majoritaire est detectee en 
position 984 et aucun transcrit ayant une extremite 5' 
en position 1413 n'est detecte. 

Ces quatre resultats indiquent que 1' effet 
post-transcriptionnel de la region aval est 
principalement du a la sequence nucleotidique comprise 
entre les nucleotides 1413 et 1461. De plus, les 
nucleotides GGA en position 1421-1423 sont importants 
pour conferer l 1 effet post-transcriptionnel et ne 
pourraient etre modifies qu'en considerant le 
remplacement par une sequence assurant une intensite 
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d' interaction avec 1 1 ARN 16S du ribosome semblable a 
1'intensite d ' interaction mesuree pour les nucleotides 
GGA. Par exemple, le r emplacement des nucleotides GGA 
par les nucleotides CCC conduit a la disparition 
complete de l'effet post-transcript ionnel , explique par 
une forte modification de 1'intensite d 1 interaction 
entre cette portion du segment et 1 'ARN 16S. La region 
aval ainsi definie a comme particularity remarquable de 
comprendre une sequence nucleotidique complementaire de 
"* 1 1 extremite 3' de 1 'ARN 16S des ribosomes. 

L'effet post-transcript ionnel de cette 
sequence d'ADN a ensuite ete evalue en utilisant un 
systeme d' expression heterologue : la sequence d'ADN 
suivante (SI) : 

5 1 -AGCTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAACTGCA-3 ' 
3 ■ -ACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 1 

a ete synthetisee et clonee entre les sites Hindlll et 
PstI du vecteur pHT304'lacZ pour donner le plasmide 
pHT3 04nRS 1 ' lacZ * Cette sequence d ■ ADN est done 
intercalee entre le promoteur du gene lacZ et la 
sequence codante du gene lacZ. L'activite p- 
galactosidase da la souche 168 de B»subtilis portant 
pHT304nRSl'lacZ, etait d 1 environ 4.000 U/mg de 
proteines a t 3 . II resulte que la sequence decrite ci- 
dessus augmente d'un facteur 4 1' expression du gene 
lacZ- Cette augmentation est comparable a 
1 'augmentation due a la region comprise entre les 
nucleotides 1413 et 14 61 qui etait d'un facteur 5 
(comparer l'activite 0-galactosidase des souches de 
B.subtilis contenant les plasmides pHT7816'lacZ ou 
pHT7805 1 lacZ) . La region d'ADN suivante est done 
suffisante pour conferer l'effet post-transcriptionnel 
au systeme d' expression de crylllA) : 



5' 
3 ' 



-CTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAAC-3 ' 
-GAACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 1 
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Cette sequence possede une region 
complementaire de l'extremite 3* de l'ARN 16S des 
ribosomes. Toutefois, d'autres elements 

caracteristiques de la region aval du systeme 
d' expression de crylllA et qui peuvent accentuer cet 
effet, notamment en empechant le mouvement du ribosome, 
sont vraisemblablement inclus dans la sequence 
nucleotidique comprise entre les positions 14 62 et 
1556, Leur presence semble expliquer la difference 
d'activite 0-galactosidase observee entre la souche de 
B. subtilis contenant le plasmide pHT7830'lacZ 
(50.000 U/mg de proteines a t 3 ) et la souche de 
B. subtilis contenant le plasmide pHT7816'lacZ 
(25.000 U/mg de proteines a t 3 ; voir Fig. 10). 

Ces resultats semblent done confirmer que 
1 ' ef f et post-transcriptionnel de la region aval resulte 
de 1 'hybridation entre l'ARN ribosomal 16S et la 
sequence S2 de l'ARN messager de crylllA. II est done 
probable que le ribosome ou une partie du ribosome se 
fixe sur cette region aval de l'ARN et le protege ainsi 
d'une degradation exonucleasique initiee en 5 1 * Tel que 
mentionne precedemment , cette fixation aurait done pour 
effet d'augmenter la stabilite des messagers et ainsi 
d'augmenter le niveau d' expression d'un gene donne. 
Ceci explique que l'extremite 5' des transcrits de 
crylllA soit invariablement en position 1413, quelle 
que soit I 1 initiation de la transcription. Ce mecanisme 
semble aussi confirme par 1' effet posit if de la 
sequence SI sur un systeme d 1 expression heterologue 
(plasmide pHT304 ' HRSllacZ dans la souche 168 de 
B. subtilis ) . 

Introduction de la fusion [systeme d' expression CrylllA 
- LacZ] dans le chromosome de Bacillus subtilis. 

Le vecteur pAFl (fig4) non replicatif chez 
B. subtilis permet d'introduire les fusions avec le gene 
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reporteur LacZ dans le chromosome de B. subtil is au 
locus amyE . (J. Bact 1990, 172:835 - 844) . 
Le plasmide pHCl est obtenu par insertion du fragment 
Hin dlll- Sac I (2,7 kb) du pHT7901'Lac Z entre les sites 
Hindlll-SacI du pAFl. 

Le plasmide pHC2 est obtenu par insertion du 
fragment Hin dlll-SacI (3,7 kb) du pHT7902 , LacZ entre 
les sites Hindlll et SacI du pAFl. 

Les fusions sont introduites dans la souche 
B.s 168 trpC2 (Anagnostopoulos , C ♦ , et Spizizen, J. 1961. J 
Bacteriol 81:741-746) (Bacillus subtilis 168) par 
transformation ; le phenotype [amy-] rend compte de 
1 1 integration par double recombinaison. 

Etude du systeme d 1 expression du gene crylllA chez B. 
Subtilis . 

Les souches de B. subtilis obtenues apres- 
transformation et integration des plasmides pHCl et 
pHC2 sont appelees respect ivement : 
Bs 168 [H] et Bs 168 [P] 

La construction contenue dans le plasmide 
pHC2, c'est-a-dire portant le fragment t^-P, : en amont 
^ e lac Z , a aussi ete introduite dans la souche 
B. subtilis A siqE . 

On obtient la souche AsigE en transf ormant 
une souche parentale (Spo + ) avec un plasmide non 
replicatif chez les bacteries gram-positives et portant 
un gene siqE dont une region interne est deletee. Le 
gene siqE a ete decrit par Stragier et al 1984. Nature 
312:376-378. 

La souche AsigE est transformee avec le 
plasmide pHC2 et la souche resultante est AsigE [P]. 
Cette souche a ete deletee pour le gene codant pour le 
facteur sigmaE specif ique de la sporulation. Cette 
souche est done asporogene (Spo). 

De meme f la souche Bs 168 [P] a ete 
transformee avec une "cassette Km R " gui interrompt le 
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gene SpoOA. La souche d'ou provient le gene spoOA 
interrompu par une "cassette Km R " est obtenue en 
trans formant une souche parentale (Spo + ) avec un 
plasmide non replicatif chez les bacteries Gram- 
positives et portant un gene SpoOA (decrit par Ferrari, 
F.A et al 1985. PNAS USA 82 : 2647-2651) interrompu par 
un gene de resistance a la kanamycine. L'ADN 
chromosomique de cette souche a ete utilise pour 
transformer la souche Bs 168 [P]. 

Ainsi la souche resultante Spo" a ete appelee 
BS168 SpoOA [P] . 

II apparait tout d'abord que la production de 
0-galactosidase obtenue avec la souche de B. subtilis 
168 [H] est tres faible (<100 uM) en comparaison avec 
la souche 168 [P] (environ 15.000 uM) . Ces resultats 
sont similaires a ceux obtenus chez Bt , 

De plus, un resultat tres surprenant a ete 
obtenu : 1 'expression dans la souche BsAsigE est 
identique a l 1 expression dans la souche Bs 168 sauvage. 
Ce resultat indique que le gene crylllA n'est pas 
contrdle par un promoteur specifique du facteur sigma E 
comme c'est le cas pour le gene crylA . 

II est encore plus surprenant que 
1 'expression dans la souche Bs SpoOA [P] soit 
superieure a celle obtenue dans la souche Bs 168 [P] . 
Ce resultat montre que l 1 expression de crylllA est 
independante de la sporulation puisque le gene spoOA 
intervient au premier stade de la sporulation. 

Ces resultats sont tres important s pour le 
developpement et les applications du systeme 
d'expression de crylllA . lis indiquent en effet que 
l'on peut envisager la production des toxines 
insecticides ou de tout autre proteine d'interet 
commercial dans des souches Spo" de B. subtilis ou de 
B. thurinqiensis . 
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Analyse de 1 'expression de la fusion fsysteme 
d 1 expression CrylllA - LacZ = pHC2 ] chez Bacillus 
subtil is en fonction du milieu de culture. 

En ce qui concerne 1' expression de la fusion 
dans les milieux l a 5 respectivement dont la 
composition est donnee ci-dessous, on peut faire les 
observations suivantes : 

- II y a expression (bien que faible) durant 
la phase vegetative. 

L' expression augmente a 1* entree en pfiase 
stationnaire. 

- La comparaison des milieux 2 (carence en 
phosphate) et 5 (carence, en acides amines) montre que 
le systeme d 1 expression CrylllA est active par la 
carence en acides amines. 

- L 1 expression dans le milieu 4 montre que 
cette activation necessite la presence des sels : 
CaCl 2/ MnnCl 2 , CAF. 

L' activation est independante de la 

sporulation : 

En milieu de sporulation (milieu Sp) 1 
I 1 expression s'arrete a t 2 . 

Dans le milieu 5 les cellules ne peuvent 
sporuler (le glucose inhibe la sporulation) , et 
1" activation est maximum. 

- Quand la seule source d 1 azote est NH + 4 , 
I 1 activation est moins importante, l 1 expression reste 
cependant importante (milieu 3) . 

1/ Milieu Sp : milieu de sporulation 

8 g nutrient hoth (Difco) / litre 

1 mM MgS0 4 
13 mM KC1 
10 /iM MnCl 2 

1 UK FeS0 4 

1 mM CaCl 2 
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2/ Milieu de carence en phosphate 
Tampon HE PES pH7;50 mM 

1 mM MgS0 4 
0,5 mM CaCl 2 

10 MM MnCl 2 
4,4 mg/litre citrate ammonioferrique (CAF) 

2 % glucose 
10 mM KC1 

100 mg/litre chaque acide amine 
50 mg/litre tryptophane 
0,45 mM tampon phosphate pH 7 
3/ Milieu minimum 
44 mM KH 2 P0 4 
60 mM K 2 HP0 4 

2,9 niM citrate tri Na 
15 mM (NH 4 ) 2 SO A 
2 % glucose 

4/ Milieu carence en acides amines sans CaCl 2 

MnCl 2 
CAF 

44 mM KH 2 P0 4 
60 mM K 2 HP0 4 
2,9 mM citrate tri Na 
2 % glucose 
1 mM MgS0 4 
50 mg/litre tryptophane 
0,5 hydrolysat de Caseine (HC) 
5/ idem 4 en ajoutant : 
0,5 mM CaCl 2 
10 MM MnCl 2 
4,4 mg/litre CAF 

Construction d"une souche de B. thuringiensis Bp". 

Clonaqe du gene spoOA de B. thuringiensis : 

L'ADN total de la souche de B. thuringiensis 
407 du serotype 1 a ete purifie et digere par 1' enzyme 
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Hindi II ♦ Les fragments Hindi I I ont ete ligatures avec 
le vecteur pHT304 digere par Hindlll et le melange de 
ligature a ete utilise pour transformer la souche 168 
de B. subtil is . Les clones transformants ont ete 
selectionnes pour la resistance a 1 1 erythromycine . lis 
ont ensuite ete transformes avec l'ADN total de la 
souche 168 de B. subtil is dont le gene spoOA etait 
interrompu par une "cassette Km R " . Les clones 
transformants devenus resistants a la kanamycine et 
ayant tou jours un phenotype Spo + ont ete etudies. L'un 
des clones portait un plasmide recombine capable de 
compenser la mutation spoOA de B. subtil is . Ce plasmide 
etait constitue du vecteur pHT304 et d'un fragment 
Hindlll d'environ 2,4 kb (Fig. 11A) . 

Determination de la sequence nucleotidigue du gene 
spoOA de B . thur ingiensis : 

La sequence nucleotidique du fragment Hindlll 
a ete determinee et a revele la presence d'une phase 
ouverte de lecture de 804 pb susceptible de coder pour 
une proteine de j 264 acides amines homologue a la 
proteine SpoOA de B.subtilis . La sequence nucleotidique 
de 804 pb du gene spoOA de B . thurinqiensis souche 407 
est representee Fig. 11B. 

Interruption du gene spoOA de B. thurinqiensis : 

Un fragment d'ADN de 1,5 kb portant un gene 
aphlll, conferant la resistance a la kanamycine 
("cassette Km R ) a ete insere entre les deux sites 
Hindi du gene spoOA (Fig, 11). Un fragment de 40 bp 
compris entre les positions 2 67 et 3 07 du gene spoOA a 
done ete remplace par la "cassette Km R,f . Le fragment 
d'ADN Hindlll d'environ 3,9 kb contenant le gene spoOA 
interrompu par la "cassette Km R " a ete clone dans le 
vecteur thermosensible pRN5101 (Villafane et al. 1987, 
J. Bacteriol. 169:4822-4829). Le plasmide resultant 
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(designe pHT5120) a ete introduit dans la souche de 
B. thuringiensis 407 Cry par electroporation. Le gene 
spoOA de la souche B » thuringiensis 407 Cry" a ete 
remplace par la copie interrorapue avec la "cassette 
Km R " par recombinaison genetique in vivo en utilisant 
le protocole precedemment decrit (Lereclus et al. 
1992), Bio/Technology 10:418-421). La souche de 
B. thuringiensis resultante (designee 407-OA::KM R ) est 
resistante a la kanamycine (300 /xg/xnl) et ne produit 
aucune spore lorsqu'elle est cultivee en milieu HCT, 
habituellement favorable a la sporulation de 
B . thuringiensis . Une experience d 'hybridation ADN/ADN, 
realisee avec le fragment Hindlll de 2,4 kb comme 
sonde, revele que le gene spoOA de la souche 
B . thuringiens is 4 07 Cry" a bien ete remplace par la 
copie interrompue avec la "cassette Km R " . 

Production de la toxine CrylllA dans la souche 
B . thuringiensis 407-OA::Km R : 

Le .plasmide pHT305P, portant le gene crylllA, 
a ete introduit dans la souche B* thuringiensis 4 07- 
0A::Km R par electroporation. Le clone recombinant 
obtenu a ete depose a la CNCM le 03/05/1994 et pour 
lequel le numero d' accession 1-1412 lui a ete assigne. 
Le clone recombinant obtenu a ete cultive a 30 D C en 
milieu HCT + glucose 3 g/1 ou en milieu LB (NaCl, 
5 g/1 ; extrait de levure, 5 g/1 ; Bacto tryptone 
10 g/1) pour estimer la production de toxines. Apres 
environ 48 heures les bacteries contenaient un cristal 
visible par examen en microscopie optique. Ce cristal 
etait de forme rhomboidale, caracteristique des 
cristaux constitues par la proteine CrylllA. Les 
cristaux produits par la souche B* thuringiensis 4 07- 
0A::Km R [pHT315] sont de taille importante et restent 
inclus dans les cellules plusieurs jours apres que 
celles-ci aient cesse de se developper en milieu HCT ; 



WO 94/25612 



PCT/FR94/00525 



49 

en milieu LB une partie des cellules lysent et les 
cristaux sont liberes. Les cristaux sont const itues de 
proteines d' environ 70 kDa (CrylllA) specif iquement 
toxiques pour les coleopteres. 
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REVINDICATIONS 

1. Sequence d'ADN de controle de 1 'expression 
d'une sequence codante d'un gene dans une cellule hote, 
ladite sequence etant caracterisee en ce qu'elle 
comprend un promoteur et une sequence nucleotidique ou 
region aval sous le controle dud it promoteur, et 
particulierement situee en aval dudit promoteur et en 
amont de ladite sequence codante, ladite sequence 
nucleotidique ou region aval comportant une region 
essentiellement complement a ire a 1 ' extremite 3 1 d 1 un 
ARN ribosomal bacterien, ladite sequence d'ADN etant 
susceptible d'intervenir pour augmenter 1' expression de 
ladite sequence codante, placee en aval, dans un hote 
cellulaire. 

2. Sequence d'ADN selon la revendication 1, 
caracterisee par les proprietes suivantes : 

- elle est comprise dans un enchainement 
d'ADN d'une longueur de 1692 pb environ, del imite par 
les sites de restriction Hin dlll- Pst i (fragment Hj-P^ , 
tel qu'obtenu par digestion partielle du fragment Bam Hl 
de 6 kb porte par le gene crylllA de Bacillus 
thurinqiens is souche LM79 ; 

- elle est susceptible d'intervenir dans le 
controle de l 1 expression d'une sequence codante de 
nucleotides placee en aval, dans un hote cellulaire 
bacterien, particulierement de type Bacillus 
thurinqiens is et/ou Bacillus subtilis- 

3. Sequence d'ADN selon la revendication 2 
caracterisee en ce qu'elle correspond a 1' enchainement 
Hin dlll- Pst l d'une longueur de 1692 pb environ 
(fragment H 2 -Pi ) tel qu'obtenu par digestion partielle 
du fragment Bam HI de 6 kb portant le gene crylllA de 
Bacillus thurinqiens is souche LM79* 

4. Sequence d'ADN selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle correspond a 1 ' enchainement 
de nucleotides suivant designe par 1' expression Seq N°l 
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compris entre les nucleotides 1 et 1692 de la sequence 
de la figure 3. 

5. Sequence d'ADN selon 1'une quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterisee en ce qu'elle 
correspond a 1' enchainement d^limite par les sites de 
restriction Tagl-Tagl. 

6» Sequence d'ADN selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee ce qu'elle 
correspond a 1 ' enchainement de nucleotides suivant 
designe par 1' expression Seq N°2 compris entre les 
nucleotides 907 et 1559 de la sequence de la figure 3. 

7* Sequence d'ADN selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterisee en ce qu'elle 
comprend le fragment Tagl-PacI repondant a 
1 1 enchainement Seq N°3, en association avec le fragment 
Xittn l- Taq I repondant a 1 1 enchainement Seq N°4. 

8» Sequence d'ADN selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 7, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une sequence intervenant dans le controle de la 
transcription de la sequence codante de nucleotides ou 
d'une sequence intervenant pour augmenter 1 % expression 
d'une sequence codante. 

9. Sequence d'ADN selon la revendication 1 a 
18, caracterisee par : 

sa capacite d 1 hybridation dans des 
conditions non stringentes avec un enchainement de 
nucleotides choisi parini les enchainements Seq N° 1, 
Seq N° 2 et Seq N° 3 et Seq N° 4 et par, 

- sa capacite a intervenir dans le controle 
de 1 'expression, dans un hote cellulaire, 
particulierement du type Bacillus , d'une sequence 
codante de nucleotides placee en aval. 

10. Sequence selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ladite sequence nucleotidique ou 
region aval est la sequence S2 isolee d f une bacterie, 
particulierement d'une bacterie Gram * , plus 
particulierement d'une bacterie de type Bacillus , ou 
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une sequence derivee de ladite sequence S2, ladite 
sequence S2 etant caracterisee en ce qu'elle comporte 
une region essentiellement complementaire a I 1 extremite 
3 f de l'ARN 16S d'un ribosome bacterien, elle est 
susceptible d'intervenir au niveau post- 
transcriptionnel lors de 1' expression de ladite 
sequence codante, notamment sans agir directement sur 
la traduction de la sequence codante a exprimer, 
particulierement lorsque ladite sequence S2 est situee 
entre ledit promoteur et ladite sequence codante d ! un 
gene, afin d'augmenter l'expression de ladite sequence 
codante chez une bacterie, particulierement une 
bacterie de type Bacillus , 

11. Sequence d'ADN selon la revendication 10 f 
caracterisee en ce que ladite sequence S2 comporte une 
premiere region suf f isamment complementaire a 
1' extremite 3 ! de l'ARN 16S d'un ribosome bacterien, 
particulierement d'une bacterie Gram *, plus 
particulierement d'une bacterie de type Bacillus , pour 
que ladite premiere region soit susceptible de 
s'hybrider a un ribosome bacterien ou a une partie 
dudit ribosome, et une deuxieme region en aval de la 
premiere region, ladite deuxieme region comportant une 
sequence susceptible d' avoir un effet positif 
additionnel au niveau de l'expression de la sequence 
codante. 

12. Sequence d'ADN selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval presente les proprietes suivantes : 

- elle est contenue dans un enchainement de 
nucleotides hybridant dans des conditions non 
stringentes avec le fragment d'ADN compris entre les 
nucleotides 1413 et 1559 de la sequence representee a 
la figure 3 ; 

- elle est susceptible d'intervenir dans le 
controle de l'expression de la sequence codante d'un 
gene dans une cellule hote, notamment d'une sequence 
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codant pour un polypeptide de Bacillus toxique vis-a- 
vis des insectes ou d'une sequence codant pour un 
polypeptide exprime pendant la phase vegetative, 
pendant la phase stationnaire ou pendant la sporulation 
de Bacillus . 

13. Sequence d'ADN selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 12, caracterisee en ce que la 
sequence nucleotidique ou region aval correspond a 
l'enchainement delimite par les sites de • restriction 
Xmn l- Taq l . 

14. Sequence d 1 ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond a l'enchainement Seq N° 4 
compris entre les nucleotides 1179 et 1559 de la 
sequence de la figure 3 r 

ou en ce qu'elle correspond a toute partie d'au moins 
10 nucleotides naturellement consecutifs ou non de cet 
enchainexnent, susceptible d'intervenir dans le controle 
de 1' expression d'une sequence codante de nucleotides 
placee en aval dans un hote cellulaire. 

15. Sequence d'ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond a l'enchainement Seq N° 5 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1179 a 1556 de la sequence representee a la figure 3. 

16. Sequence d 'ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond a l'enchainement Seq N° 11 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1413 a 1556 de la sequence representee a la figure 3. 

17. Sequence d' ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond a l'enchainement Seq N° 8 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1413 a 1461 de la sequence representee a la figure 3. 

18. Sequence d 1 ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
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region aval correspond a 1 1 enchainement Seq N° 9 
correspondant au fragment d'ADN suivant 

5 1 -AGCTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAACTGCA-3 1 
3 1 -ACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 1 

19. Sequence selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond a 1 'enchainement Seq N° 10 
correspondant au fragment d'ADN suivant : 

5 ' -CTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAAC- 3 ' 
3 1 -GAACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG*5 ■ 

20. Sequence d'ADN selon la revendication 13, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique ou 
region aval correspond au fragment d'ADN suivant : 

5 ' -GAAAGGAGG-3 ' 
3 ' -CTTTCCTCC-5 ' 

21. Sequence d'ADN selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 20, caracterisee en ce que le 
promoteur est inclus dans 1 'enchainement delimite par 
les sites de restriction Taq l- Pac I . 

22. Sequence d'ADN selon la revendication 21, 
caracterisee en ce que le promoteur correspond a 
1' enchainement Seq N°3 compris entre les nucleotides 
907 et 990 de la sequence de la figure 3, ou un variant 
comprenant les nucleotides 907 a 985, 

ou caracterisee en ce que le promoteur correspond a 
toute partie d'au moins 10 nucleotides naturellement 
consecutifs ou non de cet enchainement, susceptible 
d'intervenir dans le controle de l 1 expression d'une 
sequence codante de nucleotides placee en aval dans un 
hote cellulaire bacterien. 

23. Sequence nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle comporte une region essentiellement 
complementaire a l'extremite 3' de l'ARN 16S d'un 
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ribosome bacterien, ladite sequence etant susceptible 
d 1 intervenir au niveau post-transcriptionnel lors de 
1' expression de la sequence codante d'un gene, 
notamment sans agir directement sur la traduction de la 
sequence codante a exprimer, ladite sequence 
nucleotidique etant sous le controle d'un promoteur 
contrdlant ladite sequence codante. 

24. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 23, caracterisee en ce que ladite 
sequence est isolee d'une bacterie, particulierement 
d'une bacterie Gram * et plus particulierement d'une 
bacterie de type Bacillus , 

25. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 23, ; caracterisee en ce que ladite 
sequence est une sequence S2 comportant une premiere 
region suffisamment complementaire a l'extremite 3 1 de 
1 1 ARN 16S d'un ribosome bacterien, particulierement 
d'une bacterie Gram* , plus particulierement d'une 
bacterie de type Bacillus pour que ladite premiere 
region soit susceptible de s'hybrider a un ribosome 
bacterien ou une partie d'un ribosome bacterien et une 
deuxieme region en aval de la premiere region, ladite 
deuxieme region comportant une sequence susceptible 
d' avoir un effet positif additionnel au niveau de 
1' expression de la sequence codante. 

26. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique correspond a 1 1 enchainement Seq N° 5 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1179 a 1556 de la sequence representee a la figure 3. 

27. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique correspond a 1 1 enchainement seq N° 11 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1413 a 1556 de la sequence representee a la figure 3. 

28. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la sequence 
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nucleotidique correspond a 1 'enchainement Seq N° 8 
correspondant au fragment comprenant les nucleotides 
1413 a 1461 de la sequence representee a la figure 3. 

29. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24 , caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique ou region aval correspond a 
1 1 enchai nement Seq N° 9 correspondant au fragment d'ADN 
suivant 

5 1 -AGCTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAACTGCA-3 ' 
3 ' -ACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 ' 

30. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique ou region aval correspond a 
1 ' enchainement Seq N° 10 correspondant au fragment 
d'ADN suivant 

5 • -CTTGAAAGGAGGGATGCCTAAAAACGAAGAAC-3 • 
3 ■ -GAACTTTCCTCCCTACGGATTTTTGCTTCTTG-5 ' 

31. Sequence nucleotidique selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique correspond au fragment d'ADN suivant : 

5 * -GAAAGGAGG-3 1 
3 i-CTTTCCTCC-5 1 

32. Sequence d'ADN recombinant, caracterisee 
en ce qu'elle cornprend une sequence codante determinee 
sous le controle d f une sequence d'ADN selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 22. 

33. Vecteur d 1 expression caracterise en ce 
qu'il est modi fie en l'un de ses sites, par une 
sequence d'ADN selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 22, de fa<?on telle que ladite 
sequence d'ADN intervient dans le controle de 
l 1 expression d'une sequence codante de nucleotides 
determinee. 
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34. Vecteur d' expression selon la 
revendication 32, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
plasmide, par exemple d'un plasmide integratif, ou d'un 
plasxnide replicatif ♦ 

35. Vecteur d' expression selon la 
revendication 34, caracterise en ce qu'il s'agit du 
plasmide pHT7902 l lacZ depose a la CNCM le 20 avril 1993 
sous le n° 1-1301. 

36. Sequence d'ADN recombinant selon la 
revendication 32 ou vecteur d' expression selon la 
revendication 33 ou 34, caracterisee en ce que la 
sequence codante de nucleotides qu'il contient est une 
sequence toxique vis-a-vis des insectes et en 
particulier une sequence a activite larvicide, par 
exemple la sequence codante du gene crylllA de 
B . thurinqiensis . 

37. Sequence d'ADN recombinant selon la 
revendication 32 ou vecteur d' expression selon la 
revendication 3 3 ou 34, caracterisee en ce que la 
sequence codante de nucleotides qu'il contient est une 
sequence codant pour une enzyme. 

38. Sequence d'ADN recombinant selon la 
revendication 32 ou vecteur d' expression selon la 
revendication 3 3 ou 34, caracterisee en ce que la 
sequence codante de nucleotides qu'il contient est une 
sequence codant pour un antigene. 

39. Hote cellulaire recombinant, caracterise 
en ce qu'il est modifie par une sequence d'ADN selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 32 ou par un 
vecteur d' expression selon l'une quelconque des 
revendications 33 ou 34. 

40. Hote cellulaire selon la revendication 

39, caracterise en ce qu'il s'agit d'un Bacillus , par 
exemple de B. thurinqiensis ou de B. subtilis . 

41. Hote cellulaire selon la revendication 

40, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souche 
asporogene de Bacillus , par exemple d'une souche de B^ 
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subtil is asporogene, en particulier une souche capable 
d ! exprimer la sequence codante de la sequence d'ADN 
selon l'une quelconque des revendications 14 a 18, 
pendant la phase stationnaire de croissance. 

42. Hote cellulaire, caracterise en ce qu'il 
s'agit de la souche 407-OA::Km R (pHT305D) deposee a la 
CNCM le 3 roai 1994 sous le n° 1-1412, 

43 Procede de production d'une proteine 
recombinante codee par une sequence de nucleotides 
determinee , ledit procede etant caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- 1 1 introduction dans un hote cellulaire d'un 
vecteur selon l'une quelconque des revendications 33 a 
38, 

- la croissance dudit hote cellulaire a des 
conditions permettant 1' expression de ladite sequence 
de nucleotides determinee, et 

la recuperation de la proteine 

recombinante . 
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Fig. 11A 



10 20 30 40 

* * + * 

1 GGAGGAAAAGCTGTGGAGAAAATTAAAGTATGTCTTGTGG 

4 1 ATGATAATAAAGAATTAGTATCAATGTTAGAGAGCTATGT 

8 1 AGCCGCCCAAGATGATATGGAAGTAATCGGTACTGCTTAT 

121 AATGGTCAAGAGTGTTTAAACTTATTAACAGATAAGCAAC 

161 CTGATGTACTCGTTTTAGACATTATTATGCCACACTTAGA 

201 TGGTTTAGCTGTATTGGAAAAAATGCGACATATTGAAAGG 

241 TTAAAACAGCCTAGCGTAATTAT GTTGACA GCATTCGGGC 

281 AAGAAGATGTGACGAAAAAAGCA GTTGAC TTAGGTGCCTC 

321 GTATTTCATATTAAAACCATTTGATATGGAGAATTTAACG 

361 AGTCATATTCGTCAAGTGAGTGGTAAAGCAAACGCTATGA 

401 TTAAGCGTCCACTACCATCATTCCGATCAGCAACAAC AGT 

441 AGATGGAAAACCGAAAAACTTAGATGCGAGTATTACG AGT 

481 ATCATTCATGAAATTGGTGTACCCGCTCATATTAAAGGAT 

52 1 ATATGTATTTACGAG AAGC AATCTCC ATGGTATACAATG A 

561 TATCGAATTATTAGGATCGATTACGAAAGTATTGTATCCA 

601 GATATCGCAAAGAAATATAATACAACAGCCAGCCGTGTGG 

641 AGCGCGCAATTCGTCACGCAATTGAAGTAGCTTGGAGCCG 

681 TGGGAATATTGATTCTATTTCGTCCTTATTCGGTTATACA 

721 GTATCCATGTCAAAAGCAAAACCTACGAACTCTGAGTTTA 

7 61 TCGCAATGGTTGCGGATAAGCTGAGACTTGAACATAAAGC 
801 1 TAGT • • • 
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